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V zaključni nalogi smo raziskali spreminjanje prostornine celic in pojav napetostnih por 
celic v različnih hipotoničnih raztopinah vode in gojišča ter v ekvivalentnih hipotoničnih 
raztopinah saharoze. Pri poskusih smo uporabili epitelne celice kitajskega hrčka 
[angl. Chinese hamster ovary (CHO) cell], ki so bile gojene v naprednem minimalnem 
mediju z dodatkom 5% fetalnega telečjega seruma [angl. fetal bovine serum (FBS)] in 
antibiotikov v CO2 inkubatorju pri 37°C. Vse poskuse smo opravili s konfokalnim 
mikroskopom, ki omogoča, da naenkrat presvetlimo in zajamemo le določeno rezino 
celice. Za poskuse spreminjanja prostornine celic smo celicam označili membrano z 
označevalnim sredstvom CellMask, za opazovanje napetostnih por celic pa smo celice 
označili s fluorescentnim označevalcem kalcein.  
Za določanje prostornine celice smo vsebino celotne celice razdelili na skladovnico 
vodoravnih rezin po osi z, ki so bile med seboj razmaknjene za 0,5 μm. Spreminjanje 
prostornine celic smo opazovali v gojišču, v destilirani vodi in v hipotoničnih raztopinah 
gojišča s 40%, 60%, 80% in 90% deležem vode ter v ekvivalentnih hipotoničnih 23, 65, 
125 in 315 mOsm/l raztopinah saharoze. Celice smo posneli pred zamenjavo hipotonične 
raztopine in po 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 in 60 minutah po dodatku hipotonične raztopine. 
Prostornino celic smo določili tako, da smo izmerili preseke celic na 7 do 14 enakomerno 
razmaknjenih rezinah.  
Celice, pri katerih smo opazovali napetostne pore, smo med poskusom opazovali le v eni 
izbrani goriščni ravnini. Napetostne pore celic smo opazovali v destilirani vodi in v 
hipotoničnih raztopinah gojišča s 60%, 80%, 85%, 90% in 95% deležem vode ter v 
hipotoničnih 23, 65 in 125 mOsm/l raztopinah saharoze. Celice v hipotoničnih raztopinah 
gojišča z višjimi deleži vode in v destilirani vodi smo slikali vsako drugo sekundo 
10 minut po zamenjavi raztopine, celice v hipotoničnih raztopinah z nižjimi deleži vode 
pa smo slikali vsako trideseto sekundo 1 uro po zamenjavi raztopine.  
Dobljene rezultate meritev prostornine celic smo pojasnili s teoretičnim modelom, ki je 
bil razvit na Inštitutu za biofiziko Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. Ugotovili 
smo, da je nenadno razbarvanje oz. nenaden upad intenzitete celic, označenih s 
kalceinom, posledica nastanka napetostnih por, kar se na posnetkih jasno vidi. 










The volume changes and occurrence of tension pores in cells in different hypotonic 
medium of Leibowitz solution and water and equivalent hypotonic solution of sucrose 
were observed. Chinese hamster ovary (CHO) cells were used in experiments. The cells 
were grown in minimal essential medium supplemented with 5% fetal bovine serum 
(FBS) and antibiotics in CO2 incubator at 37°C. All experiments were performed with 
confocal microscope, which allows us to illuminate and capture only one specific slice of 
a cell at once. For cell volume changes we labeled cell membrane with the CellMask 
marker and for leakage experiments for observing tension pores in cells we labeled cells 
with the calcein marker. 
To determine the cell volume, the content of the whole cell was divided into stack of 
horizontal slices along the z-axis spaced bg 0.5 μm. The volume changes of the cells were 
observed in Leibowitz solution, in distilled water, hypotonic media of Leibowitz solution 
with 40%, 60%, 80%, and 90% water content and equivalent hypotonic solution of 
sucrose with osmolarities 23, 65, 125 and 315 mOsm/l. The cells were imaged before we 
replace hypotonic solution and after 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 and 60 minutes after hypotonic 
solution replacement. The cell volume was determined by determination the area of the 
cell section at 7 to 14 evenly spaced slices.  
For leakage experiments the cells were imaged only in one selected plane. The cells 
tension pores were observed in distilled water, hypotonic media of Leibowitz solution 
with 60%, 80%, 85%, 90% and 95% water content and equivalent hypotonic solution of 
sucrose with osmolarities 23, 65 and 125 mOsm/l. The cells in distilled water, in 
hypotonic media with higher water content and in hypotonic solutions of sucrose with 
lower osmolarities were imaged every 2 seconds 10 minutes after hypotonic solution 
replacement. The cells in hypotonic solutions with a lower water content and in hypotonic 
solutions of sucrose with higher osmolarities were imaged every 30 seconds 1 hour after 
hypotonic solution replacement. 
The obtained results of cell volume measurements were explained in terms of a theoretical 
model, developed on Institute of Biophysics, Faculty of Medicine, University of 
Ljubljana. We found that sudden decrease of calcein intensity in marker cells due to 
formation of the tension pores, which can be clearly seen in the recordings. 
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1.1 Celična membrana 
Celična membrana oz. plazmalema je manj kot 10 nm debela urejena plast fosfolipidnih 
molekul in proteinov, ki obdaja vsako živo celico in tako ločuje notranjost celice oz. njeno 
protoplazmo od njene okolice. Membrana je selektivno prepustna, kar pomeni, da je 
prehod izbranih snovi nadzorovan in poteka skozi proteinske kanale ter prenašalce v 
fosfolipidni membrani [1]. 
1.1.1 Fizikalne lastnosti celične membrane 
Osnova celične membrane je fosfolipidna dvojna 
plast oz. fosfolipidni dvosloj. Kot celoto jo lahko 
opisujemo kot tekoči mozaik, saj se lipidne 
molekule v tej dvodimenzionalni tekočini 
razmeroma prosto difuzijsko gibljejo. Kemijsko 
sestavo membrane lahko celice spreminjajo in tako 
regulirajo njeno fluidnost. Gibanje lipidov v 
membrani je predvsem lateralno, posamezni 
fosfolipidi pa se vrtijo okoli svoje osi. Fluidnost 
membrane je odvisna od vrste fosfolipida: 
nenasičene maščobne kisline fosfolipida omogočajo večjo fluidnost membrane, medtem 
ko dajejo nasičene maščobne kisline fosfolipida membrani hidrofobne lastnosti [1]. 
Slika 1 nazorno predstavlja lateralno gibanje fosfolipidnih molekul v fosfolipidnem sloju.  
1.1.2 Transport snovi skozi celično membrano 
Izmenjava snovi med celico in okolico poteka na več načinov, odvisno od vrste snovi, ki 
prehajajo skozi celično membrano. Membranski transport majhnih nenabitih nepolarnih 
molekul (npr. O2, CO2 ali N2) poteka direktno skozi celično membrano, ioni in majhne 
nenabite polarne molekule (npr. glicerol ali voda) prehajajo preko kanalčkov, ioni in 
velike nenabite polarne molekule (npr. glukoza ali fruktoza) preko proteinskih 
prenašalcev in ioni preko proteinskih črpalk. 
Prekomembranski transport snovi poteka s pomočjo različnih mehanizmov, ki so 
specifični za določene molekule. Transportne mehanizme lahko razdelimo v dve skupini, 
in sicer na mehanizme, ki pri transportu snovi ne porabljajo celične energije ATP, in na 
mehanizme, ki za transport porabljajo energijo. Če se pri prenosu snovi skozi celično 
membrano energija porablja, to imenujemo aktivni transport, a če se energija za transport 
ne porablja, govorimo o pasivnem transportu. 
Pasivni transport med prenosom ne porablja kemične energije, saj transport snovi poteka 
le v smeri gradienta koncentracije. Snovi tako potujejo prosto skozi celično membrano 
po zakonitostih difuzije. S pasivnim transportom imenovanim osmoza prehaja voda 
prosto skozi celično membrano. Aktivni transport snovi poteka v nasprotni smeri 
koncentracijskega gradienta. Ker je tak proces entropijsko neugoden, je za transport snovi 
potrebno dovesti energijo. Molekule tako lahko prehajajo skozi membrano ob pomoči 
specifičnih struktur, kot so molekulski izmenjevalci, prenašalci in črpalke, ki med 
transportom začasno vežejo nase molekulo in jo prenesejo skozi celično membrano [1]. 




1.2 Obnašanje celic v hipotoničnem okolju 
Zaradi osmozne razlike med celico in njeno okolico pride do vdiranja vode v celico in s 
tem do povečevanja prostornine celice. Pojav imenujemo osmoza in pomeni usmerjen 
prehod topila skozi polprepustno sredstvo oz. v našem primeru prehod vode skozi celično 
membrano. Osmoza je poseben primer difuzije, ki pomeni spontano razširjanje snovi 
zaradi njene nehomogenosti po prostoru. 
Voda prehaja iz področja z nižjo koncentracijo raztopljenih snovi v področje z višjo 
koncentracijo topljencev. Polprepustno sredstvo, ki je v našem primeru celična membrana 
oz. fosfolipidni dvosloj, je prehodno le za vodo, ne pa tudi za topljence [1].  
Celice želijo preprečiti vdiranje vode, zato imajo nekakšno obrambo oz. obrambni sistem, 
znan pod angleško kratico RVD (angl. regulatory volume decrease) [2]. Preprosta razlaga 
sistema je sledeča: celica preprečuje vdiranje vode s transportom ionov iz celice v njeno 
okolico skozi ionske kanale v celični membrani in tako zniža osmozno razliko med 
celično membrano ter na ta način prepreči oz. zmanjša vdiranje vode. 
1.3 Namen dela 
V tej zaključni nalogi smo raziskovali odzive celic CHO v različnih hipotoničnih 
raztopinah vode in gojišča ter v ekvivalentnih hipotoničnih raztopinah saharoze. 
Opazovali smo spreminjanje prostornine celic in nastanek napetostnih por pri celicah. 
Zanimalo nas je, ali je nenaden upad intenzitete s kalceinom označenih celic posledica 
nastanka napetostnih por ali posledica drugih pojavov v celici. Eksperimentalne rezultate 
smo povezali s teoretičnimi napovedmi modela, ki napoveduje naraščanje prostornine 





2.1 Gojenje celic 
Pri vseh poskusih smo uporabili epitelne celice kitajskega hrčka [angl. Chinese hamster 
ovary (CHO) cell]. Celice CHO gojimo v naprednem minimalnem osnovnem mediju 
(Advanced MEM; Gibco USA), ki mu dodamo 5% fetalnega telečjega seruma (FBS) in 
antibiotike streptomicin/penicilin (oboje Gibco, USA) v CO2 inkubatorju pri 37°C 
(Kambič, Slovenija). Dan pred poskusom celice odlepimo od podlage z uporabo 
TrypleExpress (LifeTechnologies) raztopine in jih nasadimo na krovna stekelca 
(20000 celic/ml) kot lahko vidimo na sliki 2. Na stekelca predhodno z aktivacijo s plazmo 
nalepimo vložek iz polidimetilsiloksana (PDMS), tako da dobimo vdolbino za gojišče, ki 
jo vidimo na sliki 2 in je nujna za normalno gojenje celic.  
      
Slika 2: Vzorec celic v gojišču na krovnem stekelcu v vložku iz PDMS (levo: pogled od zgoraj 
in desno: stranski pogled). 
2.2 Priprava celic 
Tik pred meritvami smo celice označili s fluorescentnim označevalcem kalcein AM ali 
CellMask (proizvajalec obeh označevalcev: LifeTechnologies). Kalcein AM smo redčili 
v razmerju 1:100, CellMask pa v razmerju 1:400 v gojišču in ju dodali k celicam ter pustili 
20 minut. V tem času smo celice inkubirali v kontrolirani atmosferi. Nato smo celice 
dobro sprali z gojiščem in vzorce prenesli na mikroskop Nikon TE-3000E. Pod 
mikroskopom smo izbrali ustrezno vidno polje v vzorcu in nato zamenjali gojišče MEM 
z Leibowitz L-15 gojiščem (Gibco, USA) z dodanim 10% FBS in ustreznim deležem 
vode. Za poskuse smo MEM gojišče zamenjali za L-15 gojišče, saj ni vsebovalo 
indikatorja za pH fenol rdeče, ki avtofluorescira, hkrati pa je sestavljen tako, da lahko 
služi kot pufer za zvišane vrednosti CO2. Med poskusi so bile namreč celice v odprtem 
sistemu, kjer ni bilo kontrolirane atmosfere, ampak smo nadzorovali le temperaturo.  
2.3 Priprava hipotoničnih raztopin 
Za opazovanje napetostnih por celic smo pripravili smo dve vrsti hipotoničnih raztopin, 
in sicer raztopino vode in gojišča ter raztopino vode in saharoze. Hipotonične raztopine 
vode in gojišča smo pripravili tako, da smo Leibowitzovem gojišču dodali toliko 
destilirane vode, da je bil prostorninski delež destilirane vode v raztopini enak 40%, 60%, 
80%, 85%, 90% ali 95%. Hipotonične raztopine vode in saharoze smo pripravili tako, da 
smo v destilirani vodi raztopili ustrezno količino saharoze, tako da smo dosegli enako 
osmolarnost kot pri razredčenem gojišču. Vrednosti osmolarnosti raztopine vode in 
saharoze, ki ustrezajo osmolarnostim razredčenega gojišča z 40%, 60%, 80% in 90% so 
185, 125, 65 in 23 mOsm/l. Celice smo opazovali tudi v destilirani vodi.  
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2.4 Konfokalni mikroskop 
2.4.1 Osnovne lastnosti 
Konfokalna oz. sožariščna mikroskopija je mikroskopska tehnika in je kot nekakšna 
nadgradnja navadne oz. presevne mikroskopske tehnike. Razlika med konfokalno in 
presevno tehniko je v tem, da pri navadi mikroskopiji naenkrat presvetlimo celoten 
vzorec, pri konfokalni tehniki pa naenkrat osvetlimo le izbrano rezino vzorca. Ta tehnika 
močno izboljša kontrast slike in omogoča slikanje rezin oz. trirazsežno slikanje, kar je 
bilo pri naših poskusih ključno. Tehnika se navadno uporablja v kombinaciji s 
fluorescentno mikroskopijo, kjer s fluorescentnimi označevalci označimo določene 
strukture v bioloških vzorcih in na ta način dobimo odličen kontrast ter dobro razločljive 
podrobnosti med različnimi strukturami v bioloških vzorcih, kar s presevno tehniko ni 
dosegljivo. 
2.4.2 Delovanje konfokalnega mikroskopa 
Konfokalni mikroskop osvetli le eno točko v goriščni ravnini. To dosežemo tako, da 
vpadno svetlobo pred vpadom na lečo omejimo z režo. Na ta način ustvarimo točkovni 
izvor svetlobe in omejimo zbiranje svetlobe na ustrezno točko v goriščni ravnini, kjer je 
postavljen vzorec. Simetrično glede na vzorec postavimo na ustrezni razdalji drugo režo 
in lečo, ki je identična prvi, tako da gorišče druge leče pade v režo druge zaslonke. S tem 
dosežemo, da svetloba sveti na tisto ravnino, iz katere se svetloba zajema. Ime 
konfokalnega mikroskopa izhaja iz tega, da gorišči obeh leč sovpadata. Druga reža je pri 
mikroskopu pomembna zato, ker bi brez nje zajemali svetlobo tudi iz drugih ravnin, kar 
predstavlja veliko težavo pri fluorescentni tehniki, saj se pri tem osvetljevanju drugih 
ravnin ne moremo izogniti. Zaradi dodatnega vzbujanja v drugih ravninah je dobljena 
slika pri presevni tehniki zamegljena, pri konfokalni tehniki pa svetlobo iz izvengoriščnih 
ravnin odstranimo z drugo režo, zato je dobljena slika veliko bolj ostra [3]. 
Na sliki 3 je predstavljena shema delovanja konfokalnega mikroskopa. Pred izvor 
svetlobe postavimo prvo režo, da dobimo točkast izvor svetlobe. Za prvo režo postavimo 
prvo zbiralno lečo, s katero zberemo svetlobo v točki v goriščni ravnini, kamor postavimo 
vzorec. Za vzorcem pride druga zbiralna leča, ki zajema svetlobo iz tiste ravnine, katero 
osvetljuje vpadna svetloba. Na koncu pride druga reža, ki prepušča samo svetlobo iz 
goriščne ravnine (modra polna črta), svetlobo iz ostalih ravnin (modra črtkana črta) pa 
ne. Tako na detektor pade samo svetloba iz izbrane ravnine, kar močno izboljša kontrast 
slike.  
  
Slika 3: Shema osnovnega konfokalnega mikroskopa. 
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2.4.3 Fluorescentna konfokalna mikroskopija 
Konfokalna mikroskopija se lahko 
uporablja skupaj s fluorescentno tehniko. 
Pri fluorescentni tehniki vežemo na 
izbrane celične strukture oz. na izbrane 
molekule fluorescentne označevalce in jih 
potem vzbujamo oz. osvetljujemo s 
svetlobo izbrane valovne dolžine. Pri tem 
označevalci izsevajo svetlobo, ki ima 
daljšo valovno dolžino kot svetloba, s 
katero jih osvetljujemo [3]. 
Na sliki 4 je prikazana shema 
konfokalnega mikroskopa za 
fluorescentno tehniko. Polprepustno zrcalo 
na sredini je izbrano tako, da prepušča le 
svetlobo, ki jo sevajo fluorescentni 
označevalni, svetlobo izvora pa zrcalo 
odbije. Ko svetloba izvora preide prvo 
zaslonko, najprej pade na lečo, ki snop 
svetlobe razširi in nato na barvni filter, ki 
še dodatno omeji točno določeno območje 
valovnih dolžin vzbujevalne svetlobe. 
Svetloba se zatem na polprepustnem zrcalu odbije na prvo lečo, ki zbere snop v goriščno 
ravnino, kjer nato vzbudi molekule fluorescentnega označevalca. Izsevana svetloba nato 
iz goriščne ravnine potuje po isti poti kot vpadna svetloba in naprej pade na prvo lečo, ki 
snop razširi, nato pa pade na polprepustno zrcalo, ki pa izsevane svetlobe ne odbija tako 
kot vpadne, ampak jo prepušča. Tako svetloba potuje naprej do drugega barvnega filtra, 
ki prav tako kot prvi filter še dodatno omeji oz. zoži območje valovne dolžine izsevane 
svetlobe, nato pa pride do druge leče, ki snop izsevane svetlobe znova zbere v goriščni 
ravnini (modra polna črta), kjer je postavljen detektor. Pred detektorjem je druga reža, ki 
odstrani svetlobo, ki izhaja iz drugih, negoriščnih ravnin vzorca (modra črtkana črta). 
2.4.4 Svetlobni vir 
Pri izbiri svetlobnega vira imamo na voljo dve možnosti. Prva možnost je laser, ki je izvor 
koherentne monokromatske svetlobe, druga možnost pa je širokopasovni izvor, kjer so 
valovne dolžine enakomerno porazdeljene preko celotnega vidnega dela spektra. Za to so 
primerni izvori na volframovo nitko, kvarčna halogenska luč ali žarnice različnih 
elementov (ksenon, živo srebro, ogljik). Oba izvora morata biti čim manj koherentna, da 
se izognemo popačenju slike zaradi interference svetlobe, in sicer interference med 
svetlobo, ki jo zaznamo, in svetlobo, ki se siplje na optičnih elementih. Ker je laser izvor 
koherentne svetlobe, jo moramo pred vpadom na optične elemente napraviti čim bolj 
nekoherentno [3]. 




2.4.5 Nastanek slike 
Pri konfokalnem mikroskopu zajemamo svetlobo le iz ene točke goriščne ravnine in tako 
odstranimo nepotrebno ozadje signala iz negoriščnih ravnin. Da zajamemo celotno sliko 
rezine vzorca, moramo torej zajeti vsako točko v tej rezini, kar lahko storimo na dva 
načina. 
2.4.5.1 Laserski zajem slike 
Laserski snop se pri tem načinu pomika 
vzdolž vrstic in tako pridobi posebej vsako 
sliko točke, kar imenujemo vrstični zajem [3]. 
Celotni postopek pridobivanja slike traja med 
0,5 in 2 sekundi. Pri vrstičnem načinu zajema 
slike ločimo dva primera: pri prvem 
premikamo mizico z vzorcem, pri drugem pa 
premikamo snop svetlobe, kar je za 
opazovanje bioloških vzorcev veliko bolj 
primerno. V drugem primeru moramo 
sistemu zato dodati še dve zrcali, ki ju 
postavimo med polprepustno zrcalo in 
vzorec, in dva sinhronizirana galvanometra, 
s katerima nadzorujemo zrcali, da lahko izberemo osvetljevano točko v ravnini. Na sliki 5 
je prikazana shema vrstičnega zajema slike, kjer postopoma pridobivamo informacije iz 
vseh točk goriščne ravnine. 
2.4.5.2 Konfokalni disk 
Konfokalni disk uporabljamo pri konfokalnih mikroskopih, kjer uporabljamo 
širokopasovni izvor svetlobe. S tem diskom usmerimo svetlobo na točno določeno točko. 
Takšen način zajema slike je veliko hitrejši od vrstičnega načina zajema slike, saj zajem 
traja le 1 milisekundo, kar je veliko bolj primerno za opazovanje dinamičnih procesov.  
Konfokalni disk (slika 6) je vrteča se plošča s 
spiralno razporejenimi luknjami, skozi katere 
lahko prehaja svetloba in tako osvetli ter 
zajame več točk naenkrat [3]. Disk postavimo 
za polprepustno zrcalo. Tako imata 
vzbujevalna in izsevana svetloba isto optično 
pot in potujeta skozi isto konfokalno režo, s 
čimer zagotovimo, da sta ravnini, v kateri 
vzbujamo fluorescentni označevalec in 
zaznavamo njegov signal, res sožariščni. Ko 
enkrat presvetlimo disk, dobimo hkrati sliko 
mnogih točk izbrane ravnine, ne pa vseh, zato 
moramo disk zavrteti, da dobimo slike 
naslednjih točk. Celotno sliko izbrane ravnine 
dobimo tako, da disk zavrtimo za en obrat. 
Slika 5: Vrstični zajem slike. 
Slika 6: Konfokalni disk. 
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Na sliki 6 je prikazan zajem slike s konfokalnim vrtečim se diskom, kjer dobimo naenkrat 
informacije iz več točk iz goriščne ravnine. Ta način je veliko hitrejši od vrstičnega načina 
zajema slike, za zajem celotne slike izbrane goriščne ravnine pa moramo disk zavrteti za 
poln obrat. 
2.4.5.3 Trirazsežni zajem slike 
Informacije iz preostalih ravnin dobimo tako, da spremenimo gorišče oz. spremenimo 
lego vzorca v navpični smeri. Nato z ustrezno programsko opremo iz zajema slike iz več 
zaporednih ravnin rekonstruiramo trirazsežno sliko vzorca. 
2.4.6 Ločljivost 
Pri konfokalni mikroskopiji ločimo dve ločljivosti in sicer ravninsko oz. lateralno, kjer 
lahko dosežemo ločljivost do 200 nanometrov [3], in navpično oz. aksialno, kjer lahko 
dosežemo ločljivost približno 500 nanometrov, kar je najmanjša debelina plasti, ki jo v 
optimalnih pogojih še lahko razločimo. Obe ločljivosti sta omejeni z uklonsko mejo, torej 
z valovno dolžino in numerično aperturo. Na ločljivost vpliva tudi poravnava optičnih 
elementov in lastnosti vzorca. 
2.4.6.1 Goriščna ravnina mikroskopa 
Pri merjenju intenzitete signala kalceina se lahko lega goriščne ravnine mikroskopa 
nekoliko spreminja. Kot lahko vidimo na sliki 7, se je pri nekaterih meritvah intenziteta 
signala spreminjala okoli določene vrednosti zaradi spreminjanja lege goriščne ravnine.  
Kalcein je nehomogeno porazdeljen po celici. Ker smo merili, kako se spreminja 
intenziteta signala le v eni ravnini, vsakršna minimalna sprememba goriščne ravnine 
vpliva na izmerjeno povprečno intenziteto signala. Da so dobljeni rezultati res posledica 
spreminjanja goriščne ravnine mikroskopa in niso posledica nobenih drugih pojavov, 
lahko razberemo iz tega, da se intenziteta signala spreminja za isto vrednost v isto smer 
ob istem času za vseh 5 merjenih celic hkrati (slika 7). 
 
Slika 7: Spreminjanje normiranih vrednosti intenzitete (I) zaradi spreminjanja goriščne ravnine 
















2.4.7 Vdorna globina 
Vdorna globina je največja globina, iz katere še lahko ločimo signal od ozadja. Močno je 
odvisna od medija, v katerem leži vzorec, in od vrste fluorescentnega označevalca. 
2.5 Kalcein 
Za opazovanje posledic tvorbe napetostnih 
por celic smo celice označili s fluorescentnim 
označevalcem kalcein (slika 8). Molekule 
kalceina vzbujamo z laserjem, ki seva 
svetlobo z valovno dolžino 495 nm. Po 
vzbujanju fluorescentni označevalec seva 
svetlobo z daljšo valovno dolžino 515 nm [4]. 
Molekule acetometoksi (AM) derivata 
kalceina prehajajo skozi celično membrano. 
Znotraj celice encimi esteraze odcepijo AM 
skupino. Ko esteraza odstrani AM skupino, 
kalcein več ne more prehajati skozi celično 
membrano in molekule ostanejo ujete v celici, 
zaradi česar celice svetijo tudi, ko speremo 
kalcein AM iz okolice celic [4]. Iz 
poškodovanih ali mrtvih celic, katerih 
membrana ni več intaktna, pa se lahko kalcein 
izloči z difuzijo. Celice v istem vidnem polju 
in na izbrani ravnini smo slikali vsako drugo 
sekundo 10 minut v primeru gojišča, 
razredčenega z 90% in 95% vode, oz. v 
primeru ekvivalentne raztopine saharoze in 
pri destilirani vodi. Pri raztopinah gojišča z 
dodanimi 60%, 80% in 85% deleži vode ter pri ekvivalentnih raztopinah saharoze pa smo 
celice slikali 1 uro vsakih 30 sekund. 
Na sliki 8 je prikazana sprememba molekule označevalca kalceina AM pri prehodu skozi 
celično membrano. Kalcein AM lahko prehaja skozi celično membrano, v celici pa encim 
esteraze loči acetometoksi skupino, označeno s črko R, od preostalega dela molekule. 
Nastalo molekulo imenujemo kalcein, ki več ne more prehajati skozi celično membrano 
in zato ostane ujeta v celici.  
2.6 Opazovanje z mikroskopom 
2.6.1 Osnovne značilnosti 
Celice smo opazovali s konfokalnim mikroskopom Nikon ECLIPSE TE2000-E (Plan 
Apo TIRF objektiv, 60x povečava, numerična apertura NA = 1,45) v fluorescentni 
tehniki. Pri tem smo uporabili sistem Nikon C1 (svetlobni vir: ksenon-argon laser 488, 
filter vzbujevalne svetlobe: EX510-560 in filtrom izsevane svetlobe: BA590). Med 
opazovanjem smo temperaturo celic vzdrževali na 37°C z grelcem Delta T Stage Adapter 
Slika 8: Sprememba kalceina AM po 
prehodu skozi celično membrano ob 
delovanju encima esteraze v kalcein. 
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in Delta T5™ μ-upravljalnik posode s celično kulturo. Na sliki 9 vidimo celice, ki smo 
jih označili z označevalnim sredstvom kalcein za poskuse opazovanja napetostnih por. 
      
Slika 9: Primer celic pred zamenjavo raztopine (leva slika) in iste istih celic po petih minutah po 
zamenjavi gojišča s hipotonično raztopino gojišča z 85% deležem vode (desna slika), označenih 
s kalceinom. 
2.6.2  Opazovanje napetostnih por 
Na sliki 10 vidimo napetostno poro, ki je nastala pri celici v destilirani vodi. Na desni 
strani te slike smo zelo povečali kontrast, da lahko vidimo uhajanje označevalnega 
sredstva kalcein skozi odprto napetostno poro. 
      
Slika 10: Celica z napetostno poro (levo) in ista slika ob povečanem kontrastu (desno) z vidnim 
uhajanjem kalceina skozi to poro. Na levi sliki je narisan krog, ki označuje področje, znotraj 
katerega je bilo merjeno povprečje intenzitete signala, in desni sliki je narisana črta, ki označuje 




2.6.3 Merjenje prostornine celic 
Za merjenje prostornine celic smo označili celično membrano s fluorescentnim 
označevalcem CellMask. Število fosfolipidov v celični membrani ni stalno, ampak v 
različnih procesih z eksocitozo prihaja v notranjost celice, z endocitozo pa se fosfolipidi 
iz notranjih membrane zalog vgrajujejo v zunanjo celično membrano [1]. Ker fosfolipidi 
iz notranjosti celice niso označeni, postane rob celice vedno slabše viden. Zato je 
pomembno, da membrano celic označimo tik pred začetkom poskusa. Celice smo slikali 
s konfokalno mikroskopijo, ki omogoči, da naenkrat presvetlimo in zajamemo le 
določeno rezino celice. S tem lahko vsebino celotne celice razdelimo na skladovnico 
vodoravnih rezin po osi z. V našem primeru smo posneli rezine, ki so bile razmaknjene 
za 0,5 μm, in sicer pred dodatkom hipotoničnih raztopin ter nato še po 2, 5, 10, 20, 30, 
40, 50 in 60 minutah po dodatku hipotonične raztopine. 
Na slikah 11 - 13 vidimo celice, ki smo jih označili z označevalnim sredstvom CellMask 
za poskuse merjenja prostornine celic. Ob spodnji in ob desni strani osrednje slike lahko 
vidimo stranski profil celic, medtem ko na večjem delu slike vidimo prerez celic v 
določeni ravnini. Črti na osrednji sliki prikazujeta mesti horizontalnih presekov, ki sta 
prikazana desno in spodaj. Črti na horizontalnih presekih pa prikazujeta lego po višini 
rezine celic, ki so prikazane na osrednji sliki. 
 





Slika 12: Iste celice kot na sliki 11 po 2 minutah po zamenjavi gojišča z destilirano vodo, 
označene z označevalnim sredstvom CellMask. 
 
Slika 13: Iste celice kot na sliki 11 po 1 uri po zamenjavi gojišča z destilirano vodo, označene z 
označevalnim sredstvom CellMask. 
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2.7 Analiza posnetkov 
2.7.1 Določanje prostornine 
Prostornino celic smo določali tako, da smo izmerili ploščino presekov celic, omejenih z 
označeno celično membrano v izbranih ravninah. Pri celici smo določili ploščino preseka 
v 7 do 14 med seboj enako razmaknjenih ravninah.  
Prostornino izbranih celic smo določali s programom NIS-Elements AR. Najprej smo 
pogledali, v koliko ravninah je vidna posamezna celica in na podlagi tega izbrali ravnine, 
na katerih bomo določili presek celice, tako da smo za vsako celico določili med 7 in 14 
presekov. Nato smo v izbranih ravninah označili rob membrane, da nam je računalnik 
izračunal velikost označene površine. Podatke o ploščinah smo vpisali v posebno tabelo 
v programu Microsoft Excel, kjer smo napisali funkcijo, ki nam je na podlagi vnesenih 
podatkov ploščin in razdalje med izbranimi ravninami izračunala prostornino celice, tako 
da je ploščino preseka množila z razdaljo med izbranimi ravninami. Iz dobljenih podatkov 
poteka prostornine smo v programu Microsoft Excel izrisali grafe prostornine celic v 
odvisnosti od časa trajanja poskusa. 
2.7.2 Določanje intenzitete kalceina v celicah 
Napetostne pore celic smo opazovali tako, da smo opazovali uhajanje kalceina iz celic 
(slika 10). Napetostne pore celic smo zaznali tudi posredno in sicer preko bledenja signala 
celic zaradi uhajanje kalceina iz celic. Ker kalcein ne more prehajati skozi celično 
membrano, lahko iz celic uhaja le skozi napetostne pore, kar na slikah vidimo kot izrazito 
padanje intenzitete obarvanih celic. 
Intenziteto izbranih celic v odvisnosti od časa smo določali s programom Fiji ImageJ2. 
Na izbranih celicah smo označili čim večje območje s krogom (slika 10) in pri tem pazili, 
da je bil rob celotnega označenega območja skozi vse posnetke znotraj celice. Program je 
nato izračunal povprečje intenzitete znotraj označenega območja na vseh posnetkih in 
izpisal tabelo vrednosti za vse posnetke v odvisnosti od časa trajanja poskusa. 
2.7.3 Bledenje kalceina 
Zaradi nenehnega vzbujanja kalceina z laserjem intenziteta signala konstantno pada. Na 
intenziteto signala v majhni meri vplivajo spremembe pH, spremembe koncentracije Ca2+ 
ionov ali drugi nedoločeni oz. neznani pojavi v celici, najbolj pa je intenziteta signala 
odvisna od frekvence osvetljevanja, ki prevlada nad ostalimi pojavi. Zato je padanje 
intenzitete signala skoraj popolnoma naključen pojav, kar pomeni, da lahko to odvisnost 
opišemo podobno kot razpad nestabilnih jeder. Če imamo torej ob začetku poskusa 𝑁0 
molekul označevalca kalcein, lahko pričakujemo, da v nekem trenutku d𝑡 preneha 
oddajati svetlobo po vzbujanju d𝑁 molekul. Odvisnost zato lahko opišemo z 
diferencialno enačbo  
d𝑁 = 𝑘𝑏 𝑁 d𝑡,      (1) 
kjer je 𝑘𝑏 sorazmernostni faktor. Ker je število molekul kalceina sorazmerno z intenziteto 
signala, je rešitev prejšnje diferencialne enačbe  




𝐼(𝑡) = 𝐼0 exp(−𝑘𝑏𝑡),     (3) 
kjer je 𝐼(𝑡) intenziteta signala ob določenem času 𝑡, 𝐼0 pa je intenziteta signala ob začetku 
poskusa, torej ob času 𝑡 = 0.  
Da bi potrdili gornjo hipotezo, smo iz dobljenih podatkov izračunali vrednosti naravnega 
logaritma intenzitete signala. Če je hipoteza pravilna, bi mogli na grafu vrednosti 
naravnega logaritma intenzitete signala v odvisnosti od časa osvetljevanja dobiti premico, 
saj velja  
ln 𝐼(𝑡) = −𝑘𝑏𝑡,     (4) 
kjer je 𝑘𝑏 smerni koeficient dobljene premice. 
2.7.4 Naklon signala med odprtjem napetostne pore 
Med odprtjem napetostne pore padanje signala približno opisuje dvoeksponentna 
funkcija. Ker pa imamo različne tipe napetostnih por, tudi signal med odprtjem napetostne 
pore pada različno hitro oz. z različno strmino. Kjer signal pada počasneje oz. kjer je 
strmina naklona manjša, bledenje kalceina zaradi osvetljevanja ni več zanemarljivo, zato 
moramo med samim padanjem signala odšteti del, ki predstavlja bledenje, da dobimo 
padanje signala samo zaradi nastanka napetostne pore. 
Padanje signala smo torej opisali tako, da smo intenziteto signala zapisali kot vsoto dveh 
eksponentnih funkcij 
𝐼(𝑡) = 𝐶 exp(−𝑘𝑑𝑡) + 𝐵 exp(−𝑘𝑏𝑡),   (5) 
kjer prvi del predstavlja padanje signala zaradi nastanka napetostne pore, drugi del pa 
predstavlja bledenje kalceina. Ker poznamo drugi del enačbe oz. bledenje kalceina, lahko 
izračunamo prvi del enačbe oz. strmino naklona padanja signala med odprtjem napetostne 




 [𝐼(𝑡) − 𝐵 exp(−𝑘𝑏𝑡) ]) = −𝑘𝑑𝑡,   (6) 
kar lahko zapišemo tudi kot 
ln(𝐼(𝑡) − 𝐵 exp(−𝑘𝑏𝑡)) = −𝑘𝑑𝑡 + ln 𝐶,   (7) 
kar je enakovredno enačbi premice 𝑦 = 𝑘𝑥 + 𝑛. Člen ln(𝐼(𝑡) − 𝐵 exp(−𝑘𝑏𝑡)) 
predstavlja padanje povprečne intenzitete signala, kjer smo upoštevali popravek zaradi 
bledenja, 𝑘𝑑 je koeficient, ki opisuje pojemanje signala med odprtjem napetostne pore, in 
ln 𝐶 je konstanta, ki nas tu ne zanima, saj želimo določiti le hitrost padanja signala, 
medtem ko pride do odprtja napetostne pore. Med drugim je konstanta 𝐶 odvisna tudi od 
časa nastanka pore in intenzitete vzbujanja fluorescence. 
V programu Microsoft Excel smo izrisali grafe odvisnosti ln(𝐼(𝑡) − 𝐵 exp(−𝑘𝑏𝑡)) od 
časa in izračunali naklon padanja signala med odprtjem napetostne pore kd. 
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2.7.5 Določanje časa odprtja pore 
Profil intenzitete kalceina zaradi uhajanje kalceina iz celic ob nastanku napetostne pore 
smo določali v programu Fiji ImageJ2. Najprej smo zelo ojačali kontrast slik, da smo 
lahko videli kalcein, ki je zapustil celico skozi nastalo poro in nato potegnili črto od 
napetostne pore v smeri izpusta kalceina daleč stran od celice (slika 10), da je program 
lahko določil intenziteto signala v odvisnosti od razdalje ter vrednosti zapisal v tabelo. 
Na koncu smo iz podatkov v tabeli s programom Microsoft Excel izrisali grafe intenzitet 
signala v odvisnosti od oddaljenosti od pore po izbranih časih od nastanka te pore 
(slika 32). 
Difuzija kalceina po odprtju napetostne pore je v splošnem zapletena funkcija kraja in 
časa. Iz odvisnosti intenzitet signala od oddaljenosti od celice smo določili, po kolikšnem 
času od odprtja napetostne pore pade intenziteta signala v bližini pore na polovico začetne 
vrednosti in kolikšna je ob tem širina krivulje, kjer pade intenziteta na polovično vrednost. 
To smo določali samo pri vzorcih, ki smo jim dodali hipotonično raztopino gojišča z 90% 
in 95% deležem vode, hipotonično 23 mOsm/l raztopino saharoze ali destilirano vodo, 
saj smo le-te celice slikali vsako drugo sekundo, torej dovolj pogosto, da smo lahko 
opazili signal kalceina ob odprtju napetostne pore. Ker nismo poznali natančnega časa 
odprtja napetostne pore, smo le-tega ocenili pri predpostavki, da je do odprtja prišlo točno 
med dvema zaporednima slikama. 
Intenziteto signala ob odprtju napetostne pore smo določili tako, da smo najvišji vrednosti 
intenzitete signala prišteli polovico razlike med najvišjo in drugo najvišjo vrednostjo 
intenzitete signala. Čas, po katerem se ta vrednost prepolovi, smo določili tako, da smo 
najprej določili razmerji med to polovično vrednostjo in najbližjima sosednjima znanima 
vrednostnima signalov. S tem razmerjem smo nato določili, po kolikšnem času pade 
intenziteta signala na prej določeno polovično vrednost. Tako dobljenemu času smo 
odšteli polovico razlike časa med sosednjima meritvama zaradi predpostavke, da je do 
odprtja napetostne pore prišlo ravno med obema zaporednima slikama. 
Širino krivulje ob času, ko pade intenziteta začetnega signala na polovično vrednost, smo 
določili na enak način kot čas prepolovitve intenzitete začetnega signala, in sicer smo 
najprej določili širini obeh sosednjih krivulj, ki smo ju uporabili za določanje razmerja 
pri določanju časa razpolovitve intenzitete začetnega signala, nato pa smo na osnovi tega 
razmerja določili širino, ki jo ima krivulja, ko pade njen vrh na polovico začetne 
vrednosti. 
2.7.6 Izračun prostornine 
Intenziteta signala je odvisna tudi od koncentracije kalceina v celici, in sicer je 
sorazmerna z gostoto molekul kalceina (𝜌): čim večja je koncentracija kalceina, tem 
večja je intenziteta signala. Ker prostornina celice ob dodatku hipotonične raztopine 
zaradi vdiranja vode narašča, število vseh molekul v celici pa se medtem ne spreminja, 
koncentracija kalceina v celici pada in zato pada tudi intenziteta signala. Če torej skupni 
signal popravimo tako, da upoštevamo še izgubljeni del zaradi bledenja, dobimo izraz za 
sorazmernost spreminjanja koncentracije kalceina v celici 
𝐼(𝑡) ∝ 𝜌 exp(−𝑘𝑏𝑡).      (8) 
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Ker je število molekul kalceina v celici konstantno, je koncentracija kalceina odvisna 
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𝐼(𝑡)  𝐼(𝑡 = 0)
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     (10) 
Relativno spreminjanje prostornine smo izračunali s programom Microsoft Excel, kjer 
smo s funkcijo po enačbi (10) izračunali popravek signala in izrisali spreminjanje 
prostornine celic s časom. 
2.7.7 Test zanesljivosti 
Primerjali smo izmerjene prostornine celic v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča z 
izmerjenimi prostorninami celic v ekvivalentnih hipotoničnih raztopinah saharoze. Za 
izračun verjetnosti, da so si prostornine v obema ekvivalentnima hipotoničnima 








    (11) 
kjer sta ?̅? in ?̅? povprečni izmerjeni prostornini v obeh raztopinah ter 𝑚 in 𝑛 število meritev 
v eni oz. drugi hipotonični raztopini, 𝑆 pa je [5] 
𝑆2 =
1
𝑚 + 𝑛 − 2









   (12) 
Statistika je porazdeljena po Studentovem zakonu [5] z verjetnostno gostoto 
𝑝(𝑧) =
1







    (13) 
kjer je 𝑙 = 𝑚 + 𝑛 − 2 in 𝐵 je funkcija beta. Verjetnost, da so izmerjene prostornine v 
obeh hipotoničnih raztopinah podobne, predstavlja integral Studentove porazdelitve 𝑝. 




2.8 Teoretične napovedi 
2.8.1 Osmoza 
Osmoza je prehajanje vode skozi celično membrano. Voda vdira v celico, ker je v celici 
večja koncentracija topljenca kot v njeni okolici. Če se koncentraciji topljenca na obeh 
straneh izenačita, se izenačita tudi osmozna tlaka. Povezavo med koncentracijo topljenca 
in osmoznim tlakom podaja Van't Hoffov zakon [1]: 
𝜋 = 𝑅𝑇𝑐,      (14) 
kjer je 𝜋 osmozni tlak, 𝑅 splošna plinska konstanta, 𝑇 absolutna temperatura in 𝑐 molarna 
koncentracija topljenca.  
Pri konstantnem hidrostatičnem tlaku osmoza poteka, dokler se koncentraciji topljenca 
na obeh straneh celične membrane ne izenačita oz. dokler se ne izenačita kemijska 
potenciala na obeh straneh fosfolipidne membrane. Ker pri osmozi prehaja samo voda, 
obravnavamo samo kemijski potencial topila, ki se spreminja glede na koncentracijo 
topljenca. Ker ima raztopina z višjo koncentracijo topljenca nižji kemijski potencial kot 
raztopina z nižjo koncentracijo topljenca, topilo spontano prehaja iz višjega kemijskega 
potenciala proti nižjemu. Ker je osmolarnost celic približno 315 mOsm/l, voda iz 
raztopine z manjšo osmolarnostjo vdira v celico. 
2.8.2 Difuzija 
Kemijski potencial je odvisen od koncentracije topljenca. Je premo sorazmeren 
koncentraciji 𝑐, kar vodi do dveh Fickovih zakonov. Prvi Fickov zakon imenujemo tudi 
difuzijski zakon in opisuje premo sorazmerno odvisnost gostote masnega toka 𝑗 od 
koncentracijskega gradienta [6] 
j⃑ = −𝐷∇𝑐,      (15) 
kjer je 𝐷 difuzijska konstanta. Drugi Fickov zakon oz. difuzijska enačba pa je enačba, ki 




     (16) 
2.8.3 Model 
Pojav napetostnih por pri celic v hipotoničnem okolju lahko opišemo s teoretičnim 
modelom. Prostornina celic se torej povečuje zaradi vdiranja vode v celico, saj je 
osmolarnost v celicah višja od osmolarnosti okoliške raztopine. Vdiranje vode skozi 
membrano pa je odvisno tudi od hidrostatičnega tlaka med celično membrano. Tok vode 
skozi membrano je odvisen od razlike osmoznega in hidrostatičnega tlaka med celično 
membrano in ga lahko opišemo kot 
𝐽𝐵 = 𝐴𝑙𝐵(𝑘𝐵𝑇 ∑ ∆𝑐𝑖𝑖 − ∆𝑝),     (17) 
kjer je 𝐴 površina membrane, 𝑙𝐵 je prepustnostni koeficient fosfolipidnega dvosloja za 
vodo, 𝑘𝐵 je Boltzmannova konstanta, 𝑇 temperatura in ∆𝑝 razlika osmoznega in 
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hidrostatičnega tlaka med celično membrano. Razliko koncentracij raztopljenih snovi v 





      (18) 
kjer je 𝑁𝑖 število raztopljenih molekul v prostornini 𝑉 in indeks 𝑖 označuje različne 
raztopljene snovi, ki vplivajo na osmozo. 
Med naraščanjem prostornine se celična membrana približuje kritični napetosti in zato se 
tudi prostornina približuje kritični vrednosti. Ko celica doseže kritične vrednosti, se 
pojavi napetostna pora, skozi katero celica izpusti del vsebine in tako poskuša preprečiti 
uničenje membrane in posledično uničenje celice. Celoten tok skozi celično membrano 
po odprtju pore lahko zapišemo kot vsoto toka vode skozi celično membrano v celico in 
skozi poro iz celice 
d𝑉
d𝑡
=  𝐽𝐵 + 𝐽𝑃, 
     (19) 
kjer je 𝐽𝐵 tok vode v celico preko celične membrane in 𝐽𝑃 tok skozi napetostno poro. Tok 






      (20) 
kjer je 𝑅𝑃 polmer napetostne pore, ∆𝑝 razlika osmoznega in hidrostatičnega tlaka na obeh 
straneh celične membrane in 𝜂 viskoznost raztopine.  
















  (21) 
kjer je 𝑁𝑖 število raztopljenih molekul v prostornini 𝑉, 𝐽𝑃 tok skozi napetostno poro, 𝑅𝑃 
polmer napetostne pore, 𝐷𝑖 difuzijska konstanta raztopljenih molekul, ∆𝑐𝑖 razlika 
koncentracij raztopljenih snovi, 𝑅𝑐 polmer celice tik pred odprtjem napetostne pore, 𝑍𝑖 
valenca raztopljenih nabitih snovi, 𝑒0 osnovni naboj, 𝑘𝐵 Boltzmannova konstanta, 𝑇 
temperatura, 𝑑 debelina celične membrane, 𝑐?̅? povprečna koncentracija raztopine in 𝑈 
električni potencial razlike med notranjostjo in zunanjostjo celice. Pri tem prvi člen 
enačbe opisuje tok raztopine v celico zaradi konvekcije in je sorazmeren s prostorninskim 
tokom, drugi člen, ki je sorazmeren z gradientom koncentracije, opisuje tok zaradi 
difuzije, tretji člen pa opisuje tok topljenca zaradi elektrostatičnega potenciala.  
Električni potencial razlike med notranjostjo in zunanjostjo celice, ki ga označimo z 𝑈, 
je določen kot ohranitev električnega naboja v celici. To pomeni, da mora biti vsota vseh 
električnih tokov nabitih molekul raztopine v vsakem trenutku enaka 0, torej 
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∑ 𝑍𝑖𝛷𝑃,𝑖 = 0𝑖 ,     (22) 
kjer je 𝑍𝑖 valenca raztopljenih nabitih snovi in 𝛷𝑃,𝑖 tok topljenca oz. raztopljenih molekul 
skozi napetostno poro.  
V modelu predpostavimo, da se hidrostatični tlak povečuje linearno s prostornino celice, 
vse dokler se ne pojavijo napetostne pore. Začetna razlika tlakov med notranjostjo in 
zunanjostjo celice je enaka 0: ∆𝑝 = 0. Do nastanka napetostnih por pride, ko membrana 
doseže kritično napetost. Kritična napetost membrane je enaka kritičnemu 





     (23) 
kjer je 𝜎𝑖 kritična napetost membrane in 𝑅𝑐 polmer celice tik pred odprtjem napetostne 
pore. Začetni polmer napetostne pore je enak 𝛤/𝜎𝑐, njegov časovni razvoj pa določa 




= 𝜎𝑅𝑃 − 𝛤, 
   (24) 
kjer je 𝜂𝑚 viskoznost membrane, 𝜂 viskoznost raztopine, 𝑅𝑃 polmer napetostne pore, 𝜎 
lateralna napetost membrane in 𝛤 linijska napetost. Lateralna napetost membrane je 









2      (26) 
trenutna površina membrane in 𝐴0 ravnovesna površina membrane. Membrana ima 
ravnovesno površino, če nanjo ne delujejo zunanje sile. 
2.8.3.1 Začetni parametri 
Začetne koncentracije natrijevih Na+, kalijevih K+ in kloridnih Cl- ionov v celici so po 
vrsti 𝑐Na+ = 12 mmol/l, 𝑐𝐾+ = 139 mmol/l in 𝑐Cl− = 4 mmol/l [14], v njeni okolici pa 
𝑐Na+ = 124 mmol/l, 𝑐K+ = 4,8 mmol/l in 𝑐Cl− = 129 mmol/l (Gibco, USA). Difuzijski 
koeficienti natrijevih Na+, kalijevih K+ in kloridnih Cl- ionov v vodi so  
𝐷Na+  = 1,334 · 10
-9 m2/s, 𝐷K+  = 1,957 · 10
-9 m2/s in 𝐷Cl− = 3,032 · 10
-9 m2/s [15]. Za 
ostale raztopljene molekule predpostavimo, da so bodisi prevelike, da bi zapustile celico, 
bodisi je njihova koncentracija majhna in jih zato zanemarimo. Za te majhne, 
zanemarjene koncentracije molekul predpostavimo, da je njihov električni naboj enak 0. 
Celotna začetna koncentracija vseh raztopljenih molekul v celici in v njeni okolici je 







     (27) 
kjer je 𝐴0 povprečna ravnovesna površina celic, izmerjena iz celičnih mehurčkov, znaša 
približno 18 μm in debelina celične membrane 𝑑 je 5 nm [22]. Vrednosti lateralne 
vrednosti membrane, konstante raztezanja membrane in linijske napetosti znašajo 
𝜎  = 1,19 · 10-2 N/m, 𝑘𝐴 = 0,354 N/m oz. 𝛤 = 1,7 · 10
-11 N [16, 17, 18, 19], kar ustreza 
tipičnim vrednostim fosfolipidnih dvoslojev. Permabilnostni koeficient fosfolipidnega 
dvosloja je 𝑙𝐵 = 9 · 10
-13 m3/Ns [20]. Viskoznost raztopine je 𝜂 = 0,9 · 10-9 Pas in 
viskoznost membrane je 𝜂𝑚 = 5 Pas [21]. Temperatura celic je 37°C. 
2.8.4 Rezultati 
Teoretične napovedi dobimo tako, da numerično rešimo sistem enačb (17, 19, 20, 21 in 
24). Za ta namen je bil na Inštitutu za biofiziko Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani 
napisan program v programskem jeziku Pascal, s katerim smo glede na začetne parametre 
izračunali časovni potek prostornine in razvoja napetostnih por.  
2.8.4.1 Napoved naraščanja prostornine celic 
Vdor vode, ki ga poganja osmozni tlak, povzroči počasnejše naraščanje prostornine celic 
pri nižjih koncentracijah vode v hipotonični raztopini oz. pri manjših osmolarnostnih 
gradientih. Model predvideva asimptotično naraščanje prostornine celic proti kritični 
prostornini v gojišču, ki je razredčeno z vodo tako, da določen delež raztopine predstavlja 
destilirana voda in sicer 20%, 40% in 60% (slika 14). Pri višjih deležih vode model 
predvideva hitrejše naraščanje prostornine celic. Prostornina celic narašča do kritične 
prostornine 𝑉𝑐, ki ustreza kritični napetosti celične membrane. Ko celica doseže kritično 
prostornino, pride do nastanka napetostnih por in prostornina celice se zato zmanjša ter 
ustali pri nižji vrednosti (slika 15). 
 
Slika 14: Naraščanje prostornine celic (V/V0) v hipotoničnem okolju v odvisnosti od časa za 






















Kritično prostornino najhitreje dosežejo celice v destilirani vodi. Ker je ob doseženi 
kritični prostornini dosežena tudi kritična napetost membrane, model predvideva 
nastanek napetostnih por in prostornina celice rahlo pade ter se ustali pri določeni 
vrednosti, ki je nižja od kritične prostornine. Celica v destilirani vodi doseže kritično 
prostornino po približno 120 s, v raztopini gojišča z deležem vode 90% po približno 155 s 
in v raztopini gojišča z deležem vode 80% po približno 220 s, kar vidimo na sliki 15 kot 
nenadno zmanjšanje prostornine. 
Kritično prostornino dosežejo celice, ki so izpostavljene hipotonični raztopini, kjer je 
delež vode večji kot 67% (slika 15). Če raztopina vsebuje manjši delež vode, celice nikoli 
ne dosežejo kritične prostornine in posledično ne pride do nastanka napetostnih por 
(slika 14). Prostornina celic v tem primeru na začetku narašča in se po določenem času 
ustali. 
 
Slika 15: Naraščanje prostornine celic (V/V0) v hipotoničnem okolju v odvisnosti od časa za 
višje deleže vode (legenda) v raztopini vode in gojišča za krajše čase. 
2.8.4.2 Nastanek napetostnih por celic 
Predvideni čas nastanka napetostnih por pada z naraščanjem deleža vode v hipotonični 
raztopini (slika 16). V raztopini gojišča s 70% deležem vode model predvideva nastanek 
napetostnih por po približno 450 s, pri 80% deležu vode po približno 220 s, pri 90% 
deležu vode po približno 155 s in pri destilirani vodi po približno 120 s. V raztopini 

























Slika 16: Normirani polmer napetostnih por (Rp/Rc) v hipotoničnem okolju v odvisnosti od časa 
za različne deleže vode (legenda) v raztopini vode in gojišča za iste primere kot na sliki 15. 
Ker voda nenehno vdira v celico, lahko celica večkrat doseže kritično prostornino in tako 
lahko večkrat pride do nastanka napetostnih por, s katerimi celica prepreči naraščanje 
prostornine preko kritične vrednosti in s tem razpad celične membrane. Na sliki 16 lahko 
vidimo, da se pri celicah v raztopini gojišča z 80% in 90% deležem vode večkrat pojavijo 
napetostne pore, pri celicah v destiliran vodi pa nastane samo ena napetostna pora. Do 
razlike pride zaradi različnega tipa por, saj kot lahko vidimo pri celicah v destilirani vodi 
nastane drug tip pore, ki se po odprtju ne zapre v celoti, ampak ostane odprta približno 
210 s in s tem preprečuje naraščanje prostornine do kritične vrednosti. Ko se pora zapre, 
začne prostornina spet naraščati in ko znova doseže kritično vrednost, se pora spet odpre.  
Model napoveduje dva različna tipa napetostnih por, s katerimi celica poskuša preprečiti 
naraščanje prostornine preko kritične vrednosti. Pri celicah v hipotonični raztopini z 
deležem vode med 67% in 91% vode model napoveduje napetostno poro, pri kateri se 
polmer pore hitro poveča do maksimalne vrednosti in se nato takoj začne zmanjševati, 
vse dokler se pora ne zapre. Čas odprtja napetostne pore je odvisen od deleža vode v 
hipotonični raztopini vode in gojišča: čim višji je delež vode, tem dlje časa je odprta 
napetostna pora. Tako je pri 80% deležu vode v raztopini gojišča pora odprta približno 
0,24 s, pri 90% deležu vode pa nekoliko več, približno 0,27 s. Takšen tip napetostnih por 





















Slika 17: Podrobni časovni potek normiranega polmera (Rp/Rc) napetostne pore tipa I pri celici v 
raztopini gojišča z 90% deležem vode s slike 16. 
Pri celicah, v katere voda vdira hitreje, torej v hipotonični raztopini z višjimi deleži vode, 
se pojavijo napetostne pore, ki so odprte dlje časa, da preprečijo naraščanje prostornine 
preko kritične vrednosti. Tudi pri tem tipu napetostne pore polmer hitro naraste do 
maksimalne vrednosti in se nato takoj začne zmanjševati, vendar se ne zapre popolnoma. 
Polmer napetostne pore se ustali pri neki vrednosti, ki pa je veliko manjša od 
maksimalnega doseženega polmera pore. Tako ostane pora odprta veliko dlje časa, 
približno 210 s. Takšen tip napetostnih por imenujemo napetostna pora tipa II (slika 18). 
 
Slika 18: Podrobni časovni potek (Rp/Rc) normiranega polmera napetostne pore tipa II pri celici 
































Če uporabimo druge hipotonične raztopine, moramo spremeniti nekaj začetnih 
parametrov in sicer tiste, ki opisujejo koncentracije različnih raztopljenih molekul in 
ionov v hipotonični raztopini. Pri poskusih smo uporabili tudi hipotonične raztopine 
saharoze. Ker v raztopini saharoze ni nobenih ionov in drugih molekul, moramo postaviti 
vse začetne koncentracije ionov v okolici celice na 0, hkrati pa moramo spremeniti 
vrednost, ki opisuje kolikšen delež raztopine lahko prehaja skozi celično membrano. Ta 
delež je pri gojišču enak 0,9, pri raztopini saharoze pa 0, saj so molekule saharoze 
prevelike, da bi lahko prehajale skozi celično membrano. 
Model napoveduje skoraj enako obnašanje celic v obeh hipotoničnih raztopinah in sicer 
v začetku ne napoveduje nobenih razlik med naraščanjem prostornine, časom nastanka 
napetostne pore in med časovnim razvojem napetostne pore. Edina razlika se pojavi v 
napovedi nastanka napetostne pore po daljšem času, kajti na začetku se napovedi za obe 
hipotonični raztopini popolnima skladata, po daljšem času pa pride do razlik in sicer 
model napoveduje, da po daljšem času nastane napetostna pora prej pri celici, ki je v 
hipotonični raztopini saharoze, kot pri celici v hipotonični raztopini vode in gojišča. 
Napoved naraščanja prostornine celic je v začetku popolnoma enaka tako v hipotoničnih 
raztopinah saharoze kot v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča, saj je kritična 
prostornina v raztopinah saharoze dosežena po istem času kot v ekvivalentnih 
hipotoničnih raztopinah vode in gojišča in zato pride tudi do odprtja napetostnih por ob 
povsem enakem času. Razlike se pojavijo šele po daljšem času in sicer celice v 
hipotonični raztopini saharoze dosežejo kritično prostornino nekoliko prej kot celice v 
ekvivalentni hipotonični raztopini vode in gojišča. Pri hipotoničnih raztopinah, kjer celice 
ne dosežejo kritične prostornine, je napoved maksimalne dosežene prostornine celice 
povsem enaka v obeh ekvivalentnih raztopinah.  
Slika 19 prikazuje napovedi teoretičnega modela glede tipa napetostnih por pri različnih 
polnostih celice v različnih hipotoničnih raztopinah vode in gojišča. Polnost celice je 
obratna vrednost njene kritične vrednosti prostornine, torej 𝑉0/𝑉𝑐. V bolj hipotoničnih 
raztopinah pride do spremembe tipa napetostnih por pri manj polnih celicah oz. pri 
celicah, ki lahko dosežejo večjo kritično prostornino. Sprememba tipa napetostnih por je 
zelo hitra, kar na sliki 19 vidimo kot nenadno izrazito spremembo naklona krivulje pri 
določeni polnosti celice. Tako je meja med obema tipoma napetostnih por v odvisnosti 
od polnosti celice zelo natančno definirana. 
Do sprememb odziva med celicami v hipotonični raztopini vode in gojišča ter hipotonični 
raztopini saharoze pride šele pri celicah, katerih polnost, ki je obratna vrednost kritične 
prostornine celice, je na začetku na meji, kjer zaradi različnih polnosti celic pride do 
različnih tipov por (slika 19). Pri celici v hipotonični raztopini vode in gojišča se 
napetostna pora zapre prej kot pri celici v ekvivalentni hipotonični raztopini saharoze. 
Ker v celicah ni molekul saharoze in zaradi svoje velikosti ne morejo prehajati skozi 
celično membrano, lahko molekule pridejo v celico samo skozi odprto napetostno poro. 
Zaradi difuzije molekul saharoze skozi napetostno poro v celico se poveča osmozna 
razlika in zato ostane pora odprta nekoliko dlje časa (slika 20). Zaradi povečane osmozne 
razlike po odprtju prve napetostne začne voda vdirati hitreje v celico in zato se naslednje 
napetostne pore pojavijo nekoliko prej kot pri celicah v ekvivalentni hipotonični raztopini 




Slika 19: Čas odprtja napetostne pore (t0) v odvisnosti od polnosti celice (V0/Vc) v različnih 
hipotoničnih raztopinah gojišča (legenda). 
  
Slika 20: Primerjava napetostne pore tipa I pri celici v hipotonični raztopini gojišča z 90% 
deležem vode in ekvivalentni hipotonični 23 mOsm/l raztopini saharoze (legenda). 
Kako se spreminja izmenjana prostornina celice v odvisnosti od njene polnosti na začetku 
poskusa, smo izračunali tudi s teoretičnim modelom. Kot vidimo na sliki 21, model 
predvideva linearno naraščanje izmenjane prostornine v odvisnosti od začetne polnosti 
celice. Čim bolj je celica na začetku polna, tem manjše je relativno naraščanje prostornine 
do kritične vrednosti in zato se izmenja več prostornine, ko se odpre napetostna pora. 
Krivulja na sliki 21, ki ustreza najmanjšemu deležu destilirane vode, se konča pri nekoliko 
manjši polnosti zaradi pomanjkljivosti teoretičnega modela. Model namreč preračunava 
tako dolgo, dokler koncentracija kloridnih Cl- ionov ne pade na 0. Ko koncentracija teh 




































naboj celotne celice vseskozi ohranjati. Ker so kloridni ioni edini negativno nabiti ioni, 
se izmenjava snovi ustavi, saj bi v nasprotnem primeru celica postajala vse bolj nabita. 
 
Slika 21: Z modelom izračunana izmenjana prostornina celice skoti napetostno poro (Vp/V0) v 
























3 Rezultati meritev 
Z obdelavo posnetkov poskusov odziva celic v različnih hipotoničnih raztopinah smo 
prišli do rezultatov, ki jih v večini napoveduje naš model odzivanja celic v hipotoničnih 
raztopinah. 
3.1 Spreminjanje prostornine 
Model predvideva, da prostornina celic narašča do neke končne vrednosti in se nato ustali. 
Če je pred tem dosežena kritična vrednost prostornine, pride do nastanka napetostnih por, 
s katerimi celica preprečuje naraščanje prostornine čez kritično vrednost. Dobljeni 
rezultati kažejo, da se prostornina celic ne ustali pri nobeni hipotonični raztopini 
(slika 22) Prostornina celic v destilirani vodi ves čas narašča, tudi ko celica preseže 
kritično prostornino. V ostalih hipotoničnih raztopinah prostornina celic na začetku 
narašča, doseže najvišjo vrednost po 5 minutah in nato začne padati, česar naš model ne 
predvideva.  
 
Slika 22: Povprečni izmerjen časovni potek prostornine celic (V/V0) v različnih hipotoničnih 
raztopinah vode in gojišča (legenda), merjeno z označevalnim sredstvom CellMask. Ravne 
črte povezujejo meritve istih koncentracij. 
Iz rezultatov naraščanja prostornine, ki so prikazani na sliki 22, lahko sklepamo, da 
teoretični model pravilno napoveduje naraščanje prostornine pri vseh hipotoničnih 
raztopinah le v prvih dveh minutah po zamenjavi gojišča s hipotonično raztopino, razen 
pri raztopini gojišča z 60% deležem vode. Na sliki 22 so povprečne vrednosti prostornin 
celic podane relativno na njihovo začetno vrednost.  
Tabela 1 prikazuje standardno povprečno deviacijo izmerjenih prostornin celic v 
hipotoničnih raztopinah gojišča z različnimi deleži vode in število celic, katerim smo v 

























Tabela 1: Standardna povprečna deviacija izmerjenih prostornin celic in število izmerjenih 
prostornin celic, označenih z označevalnim sredstvom CellMask, v različnih hipotoničnih 
raztopinah vode in gojišča. 
delež vode število merjenih celic 
standardna povprečna 
deviacija 
destilirana voda 15 1,013 
90% 15 0,696 
80% 18 0,423 
60% 18 0,35 
40% 9 0,125 
gojišče 6 0,066 
 
Izmerili smo tudi prostornine celic v različnih hipotoničnih raztopinah saharoze 
(slika 23). Tudi v hipotoničnih raztopinah saharoze prostornina celic v začetku narašča v 
skladu z napovedmi modela, nato pa pride do razlik med napovedmi modela in med 
rezultati prostornin celic v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča. Na sliki 23 so 
povprečne vrednosti prostornin celic podane relativno na njihovo začetno vrednost. V 
vsaki hipotonični raztopini saharoze smo izmerili prostornino šestim celicam, ki so bile 
označene z označevalnim sredstvom Cellmask. 
 
Slika 23: Povprečni izmerjen časovni potek prostornine celic (V/V0) v različnih hipotoničnih 
raztopinah saharoze (legenda), merjeno z označevalnim sredstvom CellMask. Ravne črte 
povezujejo meritve istih koncentracij. 
Tabela 2 prikazuje standardno povprečno deviacijo izmerjenih prostornin celic v različnih 


























Tabela 2: Standardna povprečna deviacija izmerjenih prostornin celic, označenih z 











Ker je prišlo do razlik med rezultati in teoretičnimi napovedmi modela, smo prostornino 
celic izmerili še na drug način in sicer tako, da smo celice hkrati označili z obema 
označevalnima sredstvoma, torej s kalceinom in s sredstvom CellMask (sliki 24 in 25). 
Na sliki 24 so povprečne vrednosti prostornin celic v hipotoničnih raztopinah vode in 
gojišča podane relativno na njihovo začetno vrednost in na sliki 25 so prav tako povprečne 
vrednosti prostornin celic v hipotoničnih raztopinah saharoze podane relativno na njihovo 
začetno vrednost.  
 
Slika 24: Povprečni izmerjen časovni potek prostornine celic (V/V0), označenih s kalceinom, v 
različnih hipotoničnih raztopinah vode in gojišča (legenda). Ravne črte povezujejo meritve istih 
koncentracij. 
Tabela 3 prikazuje standardno povprečno deviacijo izmerjenih prostornin celic v različnih 
hipotoničnih raztopinah vode in gojišča ter število celic, katerim smo v teh raztopinah 

























Tabela 3: Standardna povprečna deviacija izmerjenih prostornin celic in število izmerjenih 
prostornin celic, označenih s kalceinom, v različnih hipotoničnih raztopinah vode in gojišča. 
delež vode število merjenih celic 
standardna povprečna 
deviacija 
destilirana voda 3 0,155 
90% 3 0,51 
80% 11 0,122 
60% 6 0,466 
 
 
Slika 25: Povprečni izmerjen časovni potek prostornine celic (V/V0), označenih s kalceinom, v 
različnih hipotoničnih raztopinah saharoze (legenda). Ravne črte povezujejo meritve istih 
koncentracij. 
V vsaki hipotonični raztopini saharoze smo izmerili prostornino treh celic. Tabela 4 
prikazuje standardno povprečno deviacijo izmerjenih prostornin celic v različnih 
hipotoničnih raztopinah saharoze. Celice so bile označene z označevalnim sredstvom 
kalcein. 
Tabela 4: Standardna povprečna deviacija izmerjenih prostornin celic, označenih s kalceinom, v 










Kot lahko vidimo na slikah 26 in 27, je prišlo do razlik v izmerjenih prostorninah istih 
celic, označenih z obema fluorescentnima označevalcema hkrati. Pri tem je bila razlika 
veliko večja pri celicah v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča kot v hipotoničnih 






















vrednosti kot meritve, kjer smo uporabili označevalno sredstvo CellMask. Na slikah 26 
in 27 so povprečne vrednosti razmerja izmerjenih prostornin celic, označenih z obema 
označevalnima sredstvoma hkrati, v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča oz. 
hipotoničnih raztopinah saharoze, podanih relativno na njihovo začetno vrednost.  
 
Slika 26: Časovni potek razmerja izmerjenih prostornin celic (Vkalcein/VCellMask) v različnih 
hipotoničnih raztopinah vode in gojišča (legenda), označene z označevalnima sredstvoma 
kalcein in CellMask. Ravne črte povezujejo meritve istih koncentracij. 
 
Slika 27: Časovni potek razmerja izmerjenih prostornin celic (Vkalcein/VCellMask) v hipotoničnih 
raztopinah saharoze (legenda), označene z označevalnima sredstvoma kalcein in CellMask. 
Ravne črte povezujejo meritve istih koncentracij. 
Tabela 5 prikazuje število celic, katerim smo v hipotonični raztopini gojišča z določenim 
























































Tabela 5: Število izmerjenih prostornin celic v različnih hipotoničnih raztopinah vode in 
gojišča, označenih z označevalnima sredstvoma kalcein in CellMask hkrati. 
delež vode število merjenih celic 





3.1.1 Ocena površine membrane iz notranjosti celice 
Iz razlike izmerjenih prostornin celic, katerim smo prostornino 
izmerili z obema označevalnima sredstvoma CellMask in kalcein, smo 
ocenili površino celične membrane, ki obdaja blebe oz. celične 
izbokline. Ker se v strokovni javnosti tudi v slovenščini uporablja 
izraz bleb, je tudi v tej zaključni nalogi uporabljen ta izraz. Blebi so 
celične izbokline, ki se pojavijo pri celicah, kjer celična membrana 
odstopi od citoskeleta (slika 28). Ker blebi niso bili označeni z 
označevalcem celične membrane CellMask, smo predpostavili, da vsa 
fosfolipidna membrana, ki obdaja bleb, izvira iz celične zaloge celične 
membrane iz notranjosti celice. Pri tem smo predpostavili dve obliki 
blebov in sicer, da so blebi kroglaste in polkroglaste oblike.  
Tabela 6: Ocenjena površina blebov različnih oblik. 
oblika bleba 
delež celične membrane 




Izračunali smo povprečno površino celične membrane, ki obdaja blebe, pri čemer smo 
povprečili po vseh deležih destilirane vode in osmolarnostih (tabela 6). Delež zaloge 
celične membrane celice smo izračunali tako, da smo, ob predpostavki, da so celice po 
1 uri v hipotonični raztopini okrogle, izračunali površino celice iz prostornine, ki smo jo 
izmerili z označevalcem celične membrane CellMask, in površino iz prostornine, ki smo 
jo dobili z označevalcem notranjosti celice kalceinom. Razlika obeh površin je površina 
celične membrane, ki izvira iz zaloge celične membrane iz notranjosti celice. Čeprav smo 
predpostavili dve različni obliki blebov, se izračunana površina za obe obliki blebov ni 
veliko razlikovala in v povprečju znaša 81,3%. Iz tega lahko sklepamo, da imajo celice v 
notranjosti shranjene v povprečju približno 80% površine celične membrane, ki jo lahko 
uporabijo ob naraščanju prostornine. Ko celica porabi vso zalogo celične membrane, 
nastanejo napetostne pore, saj se celica ne more več povečevati, zato vdiranje vode 
poskuša nadzorovati na drug način, torej z odprtjem napetostnih por. 




3.2 Spreminjanje intenzitete kalceina 
3.2.1 Napetostne pore celic v hipotoničnih raztopinah 
Napetostne pore celic smo opazili pri celicah v destilirani vodi in v raztopinah gojišča z 
80%, 85%, 90% in 95% deležem vode ter nekaj tudi pri 60% deležu vode. Čas, ob katerem 
se pojavijo napetostne pore, je čas, ob katerem celica doseže kritično prostornino, in je 
odvisen od deleža vode v raztopini gojišča. Napetostne pore se najhitreje pojavijo v 
destilirani vodi in najpozneje v raztopini gojišča z 80% deležem vode, medtem ko se v 
raztopini s 60% deležem vode pore ne pojavijo, saj celica ne doseže kritične prostornine.  
Na sliki 29 vidimo tri značilne časovne poteke intenzitete, ki smo jih opazili pri celicah v 
destilirani vodi in v hipotonični raztopini gojišča z 90% deležem vode ter ekvivalentno 
hipotonično 23 mOsm/l raztopino saharoze. Pri enih celicah (modra krivulja) je signal 
padal počasneje kot pri drugih celicah (oranžna krivulja), pri nekaterih pa do odprtja 
napetosten pore sploh ni prišlo (siva krivulja). 
 
Slika 29: Eksperimentalno dobljeni časovni poteki normiranih vrednosti intenzitete signala (I) 
celic v destilirani vodi in v hipotoničnih raztopinah gojišča z 90% deležem vode ter 
ekvivalentno hipotonično 23 mOsm/l raztopino saharoze. 
Na sliki 30 je predstavljen odziv celic v hipotoničnih raztopinah gojišča z 60% in 80% 
deležem vode ter ekvivalentnima hipotoničnima 125 mOsm/l in 65 mOsm/l raztopinama 
saharoze. Znova lahko vidimo tri različne časovne poteke intenzitete. Pri enih celicah ni 
prišlo do odprtja napetostne pore (siva krivulja), pri drugih pa je napetostna pora nastala 
v drugi polovici oz. proti koncu poskusa (oranžna krivulja). Opazili smo tudi nekaj celic, 
katerih odziv je predstavljen z modro krivuljo. Pri teh celicah je najprej nastala napetostna 














Slika 30: Eksperimentalno dobljeni časovni poteki normiranih vrednostih intenzitete signala (I) 
celic v hipotoničnih raztopinah gojišča z 60% in 80% deležem vode ter v ekvivalentnih 
hipotoničnih 125 mOsm/l in 65 mOsm/l raztopinah saharoze. 
Na slikah 29 in 30 so prikazani različni časovni poteki intenzitete signala celic v različnih 
hipotoničnih raztopinah. Pri poskusih smo opazili dva različna načina oz. dva tipa 
upadanja signala med oz. po odprtju napetostne pore. Pri prvem tipu napetostnih por je 
signal padal počasneje in skozi daljše časovno obdobje, pri drugem tipu napetostnih por 
pa je intenziteta signala padla zelo hitro in v zelo kratkem času. Do nastanka napetostne 
pore pride na mestu, kjer intenziteta signala nenadoma pade, saj med odprtjem napetostne 
pore pride do izmenjave snovi med celico in okolico ter s tem tudi do izmenjave kalceina, 
zato intenziteta signala v celici naenkrat začne padati z drugačno hitrostjo. Vidimo lahko 
tudi, da intenziteta signala ne pada enako oz. na enak način pri vseh napetostnih porah. 
Zaradi manjših razlik med celicami v vzorcu je prišlo do razlik v začetnih parametrih in 
posledično do nekoliko različnega odziva posameznih celic. Tako smo dobili v isti 
hipotonični raztopini dva različna tipa napetostnih por, kot vidimo na sliki 29 (modra in 
oranžna krivulja). 
Na sliki 30 (siva krivulja) opazimo na začetku strmo padanje intenzitete, ki pa se nato 
močno zmanjša in po določenem času začne celo naraščati, kar je posledica zmanjševanje 
prostornine celic, saj se s tem koncentracija kalceina v celici poveča in je zato intenziteta 
signala močnejša. 
Tabela 7 prikazuje delež vseh opazovanih celic v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča, 
pri katerih je prišlo do nastanka napetostne pore. Prikazano je tudi, koliko celic smo 
uporabili pri meritvah njihovega odziva pri posameznih hipotoničnih raztopinah vode in 
gojišča. Ker je vsaka celica nekoliko drugačna, tudi odreagira nekoliko drugače glede na 
ostale, zato smo za vsako hipotonično raztopino posneli več vzorcev in izračunali 
povprečni čas, ob katerem je nastala napetostna pora. Ob tem je zapisano tudi, kaj 














Tabela 7: Napetostne pore celic v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča ter število opazovanih 
celic v posamezni hipotonični raztopini. 























197 100% 208 120 
90% 137 68,6% 350 155 
80% 179 52,5% 2640 220 
60% 118 9,3% 3525 - 
 
Izračunali smo naklon padanja intenzitete signala med samim odprtjem oz. takoj po 
odprtju napetostne pore in dobili različne naklone za različna tipa napetostnih por. Na 
sliki 31 lahko jasno vidimo, da se med odprto napetostno poro vrednosti intenzitet 
eksponentno zmanjšujejo z različnimi nakloni, odvisno od tipa nastanka napetostne pore. 
Vidimo, da signal oranžne krivulje pada veliko hitreje kot signala modre krivulje. Obe 
krivulji predstavljata celici, kateri časovno spreminjanje intenzitete signala lahko vidimo 
na sliki 29. Pred odprtjem napetostne pore je strmina padanja majhna in se izrazito poveča 
med odprtjem pore. Med odprtjem pore je krivulja ravna in jo zelo dobro opišemo s 
premico, po zaprtju pore pa krivulje moremo več opisati s premico, saj v celici ostane 
zelo malo kalceina in je zato intenziteta signala po zaprtju napetostne pore zelo majhna 
ter zato pride šum veliko bolj do izraza kot prej, ko je bila intenziteta signala zelo velika. 
Ko se napetostna pora zapre, pride do spremembe naklona premice. 
 
Slika 31: Različna časovna poteka vrednosti intenzitete signala med odprtjem napetostne pore 
























V tabeli 8 je prikazano, koliko celic smo uporabili pri meritvah njihovega odziva pri 
posameznih hipotoničnih raztopinah saharoze in prikazuje delež vseh opazovanih celic v 
hipotoničnih raztopinah saharoze, pri katerih je prišlo do nastanka napetostne pore, po 
kolikšnem času je se pora odprla ter kaj napoveduje teoretični model za različne 
hipotonične raztopine saharoze. 
Tabela 8: Napetostne pore celic v hipotoničnih raztopinah saharoze in število opazovanih celic v 























23 82 64,6% 353 155 
65 115 4,3% 3150 220 
125 50 0% - - 
 
3.2.2 Profil intenzitete kalceina ob odprtju napetostne pore 
pri celicah v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča 
Med odprtjem napetostne pore pride do izmenjave snovi med celico in okolico. Določili 
smo profil intenzitete signala v odvisnosti od oddaljenosti od celice ob različnih časih. 
Profile intenzitet smo merili v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča, v hipotoničnih 
raztopinah saharoze ter v destilirani vodi, kjer smo celice slikali vsako drugo sekundo. 
Na sliki 32 vidimo primer, ko je bila napetostna pora odprta dolgo časa, saj signal po 36 s 
še vedno ne pade na vrednost pred odprtjem pore. Intenziteta signala pade na polovično 
vrednost šele po približno 10 s od odprtja napetostne pore. 
 
Slika 32: Odvisnost normiranih vrednosti intenzitet signala (I) od oddaljenosti od celice ob 
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Slika 33 prikazuje, da je povezava med razpolovnim časom intenzitete signala, to je čas, 
po katerem pade intenziteta signala na polovico začetne vrednosti, in relaksacijskim 
časom, ki ga izračunamo kot obratno vrednost časovne konstante pojemanja signala med 
odprtjem pore [enačba (5)], linearna. To pomeni, da krajši relaksacijski čas t1/2 pomeni 
tudi krajši razpolovni čas τd. Napetostna pora je v takih primeru odprta zelo kratek čas in 
izmenjava snovi med celico in okolico je kratkotrajna. Če je časovna konstanta pojemanja 
signala med odprto napetostno poro manjša oz. če je razpolovni čas dolg, je daljši tudi 
relaksacijski čas, kar pa pomeni, da je napetostna pora odprta dlje časa in zato izmenjava 
snovi med celico in njeno okolico skozi napetostno poro traja dlje časa. 
 
Slika 33: Razpolovni čas intenzitete signala (t1/2) v odvisnosti od obratne vrednosti časovne 
konstante pojemanja signala (1/kd) med odprtjem napetostne pore pri celicah v hipotoničnih 
raztopinah vode in gojišča. Trendna črta je povlečena tako, da je vsota kvadratov odmikov 
najmanjša. 
Na sliki 34 vidimo zvezo med časovno konstanto pojemanja intenzitete signala med 
odprtjem pore in širino krivulje profila intenzitete na polovični višini začetne vrednosti 
med odprtjem iste napetostne pore 𝑑1/2. Trendna črta namreč kaže, da je pri hitrejšem 
padanju signala v celici razdalja, pri kateri pade vrednost signala na polovično vrednost, 
daljša. Majhna strmina padanja signala med odprtjem pore pomeni manjšo širino krivulje, 
ki opisuje intenziteto signala v odvisnosti od oddaljenosti od pore. To pomeni, da je 
intenziteta signala hitro padla v odvisnosti od oddaljenosti od celice in prostorninski tok 
iz celice je bil manjši. Če je časovna konstanta pojemanja signala med izmenjavo snovi 
celice z okolico večja, je večja tudi širina krivulje na polovični višini začetne vrednosti. 


















Slika 34: Širina krivulje intenzitete signala med odprtjem napetostne pore na polovični višini 
začetne vrednosti (d1/2) v odvisnosti od časovne konstante pojemanja signala med tem odprtjem 
napetostne pore (kd) pri celicah v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča. Trendna črta je 
povlečena tako, da je vsota kvadratov odmikov najmanjša. 
Do iste razlage pridemo tudi ob interpretaciji slike 35, na kateri je prikazana odvisnost 
razpolovnega časa od širine krivulje na polovici začetne vrednosti. Odvisnost je 
pojemajoča: če je širina krivulje majhna, je razpolovni čas dolg in če je širina večja, je 
razpolovni čas manjši. V prvem primeru to nakazuje na hitro izmenjavo snovi oz. velik 
prostorninski tok iz celice, v drugem primeru pa na dolgo izmenjavo snovi oz. majhen 
prostorninski tok snovi iz celice. 
 
Slika 35: Razpolovni čas (t1/2) v odvisnosti od širine krivulje ob tem času (d1/2) pri celicah v 































3.2.3 Profil intenzitete kalceina ob odprtju napetostne pore 
pri celicah v hipotoničnih raztopinah saharoze 
Slika 36 prikazuje odvisnost razpolovnega časa intenzitete signala od relaksacijskega 
časa, ki tudi pri celicah v različnih raztopinah saharoze kaže trend naraščanja. Razlika 
med hipotoničnimi raztopinami gojišča in vode ter raztopine saharoze je le v tem, da je 
naraščanje pri celicah v hipotoničnih raztopinah saharoze približno 4-krat večje kot pri 
celicah v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča.  
 
Slika 36: Razpolovni čas intenzitete signala (t1/2) v odvisnosti od obratne vrednosti časovne 
konstante pojemanja signala med odprtjem napetostne pore (1/kd) pri celicah v hipotoničnih 
raztopinah saharoze. Trendna črta je povlečena tako, da je vsota kvadratov odmikov najmanjša. 
Trendna linearna zveza, ki jo prikazuje slika 37 med časovno konstanto pojemanja signala 
in širino krivulje profila intenzitete na polovični višini začetne vrednosti med odprtjem 
iste napetostne pore, ima približno 4-krat večji naklon kot pri celicah v hipotoničnih 
raztopinah vode in gojišča.  
 
Slika 37: Širina krivulje intenzitete signala med odprtjem napetostne pore na polovični višini 
začetne vrednosti (d1/2) v odvisnosti od časovne konstante pojemanja intenzitete signala med 
tem odprtjem napetostne pore (kd) pri celicah v hipotoničnih raztopinah saharoze. Trendna črta 



































Tako kot slika 35 tudi slika 38 nakazuje na pojemajočo odvisnost med razpolovnim 
časom in širino krivulje na polovici začetne vrednosti, vendar pa tega zaradi premalo 
opravljenih meritev ne moremo trditi. 
 
Slika 38: Razpolovni čas (t1/2) v odvisnosti od širine krivulje ob tem času (d1/2) pri celicah v 
hipotoničnih raztopinah saharoze. 
3.2.4 Časovno izmerjeni parametri in pretečena prostornina 
skozi poro 
Sklepamo, da je prostornina raztopine, ki pride skozi poro, večja, če je naklonski 
koeficient padanja intenzitete signala večji in čas padanja intenzitete signala daljši. 
Slika 39 prikazuje zmnožek teh vrednosti, torej časovne konstante pojemanja intenzitete 
signala med odprto napetostno poro (𝑘𝑑) in čas padanja intenzitete tega signala (𝑡𝑜). 
Tako nismo dobili dejanske izmenjane prostornine, ampak izmenjano prostornino, ki je 
pomnožena z neznanim faktorjem. Nas je zanimalo samo, kako je izmenjana prostornina 
odvisna od deleža vode v hipotonični raztopini, zato tega faktorja nismo izračunali. Na 
sliki 39 vidimo, da izmenjana povprečna prostornina narašča z deležem vode v 
hipotonični raztopini gojišča. Jasno vidimo tudi, da je izmenjana prostornina pri 

















Slika 39: Produkt kd to v odvisnosti od polnosti celice v različnih hipotoničnih raztopinah deleža 
destilirane vode in gojišča ter ekvivalentne raztopine saharoze (legenda). 
3.3 Kontrolne meritve 
3.3.1 Bledenje 
S kalceinom smo opravili nekaj kontrolnih meritev z namenom določitve stopnje 
bledenja. Opravili smo dve vrsti meritev in sicer nekaj vzorcev smo snemali vsako drugo 
sekundo 10 minut po zamenjavi gojišča ter nekaj vzorcev vsako trideseto sekundo 1 uro 
po zamenjavi gojišča. Za obe vrsti kontrolnih meritev smo se odločil, ker smo na enak 
način oz. z enako frekvenco osvetljevanja snemali vse ostale meritve. Razlika med obema 
vrstama meritev je v pogostosti oz. frekvenci osvetljevanja, saj vzorec, ki ga snemamo 
10 minut, osvetlimo 300-krat, vzorec, ki ga snemamo 1 uro, pa 120-krat. Ker pride do 
spremembe frekvence osvetljevanja, je tudi stopnja bledenja različna. 
Na sliki 40 lahko vidimo, da premica zelo dobro opisuje padanje intenzitete signala, kar 
potrjuje našo predpostavko, da lahko bledenje opišemo z eksponentno odvisnostjo 
[enačba (4)]. Prav tako lahko na nekaterih mestih opazimo rahle spremembe naklona 
padanja intenzitete pri vseh petih celicah (npr. ob časih okoli devetnajste, enaintridesete 
ali sedeminštiridesete minute), kar je posledica rahle spremembe goriščne ravnine 
mikroskopa, zato intenziteta signala pade oz. naraste istočasno pri vseh celicah. Skupno 

















po zamenjavi gojišča in izmerili časovni potek intenzitet 39 celic. Pri vseh kontrolnih 
meritvah je stopnja bledenja nekoliko drugačna (tabela 9). 
 
Slika 40: Primer odvisnost logaritma intenzitete signala (ln I) od števila laserskih osvetlitev pri 
petih celicah v gojišču. Vsaka krivulja predstavlja časovni potek logaritma intenzitete signala 
druge celice. 
Tabela 9: Vrednosti povprečnega naklona padanje intenzitete signala v 8 vzorcih celic v gojišču. 



















Opravili smo tudi nekaj kontrolnih meritev, kjer smo vzorec posneli vsako drugo sekundo 
10 minut po zamenjavi gojišča. Tudi na sliki 41 lahko vidimo, da premica dobro opisuje 
padanje intenzitete signala. V tem primeru nismo zaznali bistvenih sprememb goriščne 
ravnine mikroskopa, ki bi bile vidne na grafu, kot jih lahko vidimo na sliki 40. Skupno 
smo opravili 4 kontrolne meritve. Za razliko od prejšnjih kontrolnih meritev je bila tokrat 



















Slika 41: Odvisnost logaritma intenzitete signala (ln I) od števila laserskih osvetlitev pri celicah 
v gojišču. Vsaka krivulja predstavlja časovni potek logaritma intenzitete signala druge celice. 

















3.3.2 Meritve prostornine 
Opravili smo tudi kontrolne meritve prostornin celic v gojišču z namenom določitve 
napake pri določanju prostornine celic (slika 22). Izmerjene prostornine kažejo na to, da 
celice na vsako zamenjavo raztopine odreagirajo s spremembo prostornine. Izmerili smo 























4.1 Ujemanje teoretičnih napovedi z rezultati meritev 
4.1.1 Prostornina celic v hipotoničnih raztopinah 
destilirane vode in gojišča 
Meritve prostornine celic v hipotoničnih raztopinah se s teorijo dobro ujemajo pri celicah 
v destilirani vodi, v vseh ostalih raztopinah gojišča z deleži vode 40%, 60% 80% in 90% 
pa se meritve, kjer je bilo uporabljeno označevalno sredstvo CellMask, razlikujejo od 
napovedi teoretičnega modela. Model namreč predvideva, da prostornina celic v 
hipotoničnih raztopinah gojišča z nižjimi deleži vode narašča do neke končne vrednosti 
in se nato ustali.  
Rezultate prostornin in teoretične napovedi modela po 2 in po 5 minutah prikazuje 
tabela 11. Kot lahko vidimo, se rezultati meritev prostornin in napovedi teoretičnega 
modela ne skladajo popolnoma, toda trend je ustrezen. Do razlik med napovedjo in 
opravljenimi meritvami je prišlo pri prostorninah celic v vseh hipotoničnih raztopinah. 
Model predvideva, da se prostornina celice v hipotonični raztopini gojišča z deležem 
vode, manjšim od 67% ustali pri določeni maksimalni vrednosti (slika 14), česar pa naše 
meritve s sredstvom CellMask ne potrjujejo (slika 22). V teoretičnem modelu ni 
upoštevano, da celična membrana postopoma prehaja iz celičnih zalog membrane v 
plazmalemo [1].  
Tabela 11: Izmerjene in izračunane povprečne vrednosti prostornine celic po 2 in po 5 minutah 
v različnih hipotoničnih raztopinah vode in gojišča. 




















celic po petih 
minutah 
(V/V₀) 
destilirana voda 3 2,9 3 3,1 
90% 2,7 2,55 3 2,8 
80% 2,45 2,3 3 2,5 
60% 1,95 1,6 2,3 1,5 
40% 1,55 1,5 1,65 1,4 
 
Pri poskusih, kjer je bil uporabljen označevalec kalcein (slika 24), pa prostornina po 
daljših časih ne pada, torej je prostornina po 60 minutah v primerjavi s prostornino pri 
10 minutah, kar je skladno s teoretičnimi napovedmi. Pri daljših časih (po 10, 30 in 
60 minutah) so relativne vrednosti prostornin, normirane na začetno vrednosti, manjše 
zaradi prevelike začetne vrednosti prostornine, do katere pride pri meritvah s kalceinom 
zaradi presvetljevanja. 
Ob začetku voda vdira v celico popolnoma v skladu z napovedmi modela (tabela 11). 
Razlike med napovedjo prostornine in med izmerjenim prostorninami se pojavijo po 
5 minutah. Ker voda še vedno vdira v celico tako kot predvideva model, ob tem pa ne 
upoštevamo prostorninskega toka vode iz celice, lahko sklepamo, da obrambni sistem 
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RVD (angl. regulatory volume decrease) [2] začne delovati po približno 2 do 3 minutah 
od začetka vdiranja vode v celico. Po 2 minutah RVD še ne učinkuje, saj je napovedana 
prostornina enaka izmerjeni prostornini, po 5 minutah pa se že vidijo razlike med 
napovedano in izmerjeno prostornino celic.  
Meritve prostornin v destilirani vodi se skladajo s poskusi opazovanja napetostnih por. 
Prostornina celic v destilirani vodi na začetku strmo narašča, nato pa se med drugo in peto 
minuto nekoliko upočasni in narašča počasneje kot v začetku. To potrjuje nastanek 
napetostnih por v povprečju po 3,5 minutah po zamenjavi hipotonične raztopine 
(tabela 7). Po odprtju por in znižanju prostornine celice voda še vedno vdira v celico, a z 
manjšo hitrostjo kot pred odprtjem pore, saj skozi napetostno poro pride do prostorninske 
izmenjave snovi med celico in okolico. Na ta načina se zniža osmolarnost v celici, hkrati 
pa se poveča osmolarnost okolice. Ker se po izmenjavi snovi med celico in okolico 
zmanjša osmozna razlika med celično membrano, voda vdira počasneje kot pred 
izmenjavo snovi med celico in njeno okolico.  
Ker voda v hipotoničnih raztopinah gojišča z manjšimi deleži vode vdira počasneje, se 
celica lažje in bolj uspešno upira vdiranju vode. Zato prostornina celic v hipotoničnih 
raztopinah gojišča s 40% in 60% deležem vode po 1 uri ne ostaja pri določeni maksimalni 
doseženi prostornini, ampak pade skoraj na začetno vrednost (slika 22), kar kaže na 
učinkovit sistem nadziranja oz. obvladovanja vdiranja vode v celico. Učinkovitost 
sistema se kaže tudi pri nekaterih celicah v hipotonični raztopini gojišča z 80% deležem 
vode, kjer RVD sicer ne prepreči, da bi celica dosegla kritično prostornino, ampak 
uspešno zmanjšuje vdiranje vode v celico, saj so celice dosegle kritično prostornino šele 
po 12-krat daljšem času, kot ga predvideva model. Pri tej hipotonični raztopini lahko 
trdimo, da je sistem RVD uspešen za preprečitev dosega kritične prostornine in s tem 
nastanka napetostnih por, a le za kratke čase izpostavljenosti celic hipotonični raztopini, 
saj so celice dosegle kritično prostornino po približno 45 minutah. RVD celic v 
hipotonični raztopini gojišča z 90% deležem vode in v destilirani vodi ni več uspešen. 
Sistem sicer rahlo upočasni vdiranje vode v celico, kar sklepamo iz podatka, da so celice 
v hipotonični raztopini gojišča z 90% deležem vode kritično prostornino dosegle po 2,25-
krat daljšem času od napovedanega. V destilirani vodi je RVD celice popolnoma 
neučinkovit, saj voda vdira prehitro, da bi se sistem lahko odzval in poskuša omejiti 
vdiranje vode. 
Pri celicah v hipotonični raztopini gojišča z 90% vode lahko meritve prostornin 
pojasnimo s pojavom napetostnih por samo v prvih 10 minutah poskusa. Prostornina celic 
narašča vse do pete minute in nato v deseti minuti nekoliko pade, kar pojasnimo z 
odprtjem napetostnih por v povprečju po približno šestih minutah po začetku poskusa 
(tabela 7). Po nastanku napetostnih por naj se prostornina celice glede na teoretični model 
ne bi več spreminjala in bi ostala konstantna pri določeni vrednosti. Padca prostornine pri 
teh celicah po 1 uri (slika 22) ne moremo pojasniti niti z modelom niti z RVD, saj po 1 uri 
v tej hipotonični raztopini, kot kaže test preživetja, ki je bil opravljen na Inštitutu za 
biofiziko, preživi približno 5% vseh celic [22]. 
Meritve prostornine celic v hipotonični raztopini gojišča z 80% deležem vode in meritve 
napetostnih por celic v isti hipotonični raztopini se ne skladajo, saj celice dosežejo 
največjo prostornino po petih minutah in ostanejo pri isti prostornini še v deseti minuti, 
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nato pa se začne prostornina zmanjševati (slika 22). To pomeni, da bi mogle napetostne 
pore nastati okoli desete minute, poskusi pa so pokazali, da napetostne pore nastanejo 
šele v povprečju po približno 44 minutah (tabela 7), kar je v nasprotju s teoretičnim 
modelom. Namesto fluorescentnega označevalnega sredstva CellMask smo zato pri 
meritvah prostornine celic uporabili fluorescentni označevalec kalcein. Na slikah celic, 
pri katerih smo namesto označevalca CellMask uporabili kalcein, so se pokazali blebi, ki 
jih na prejšnjih posnetkih nismo videli. Ker blebi predstavljajo velik del prostornine 
celice, je prišlo do napačno izmerjene prostornine. Meritve so se najbolj razlikovale v 
hipotoničnih raztopinah z nižjimi deleži vode, saj so pri teh celicah nastali najbolj izraziti 
blebi. Pričakovali bi, da bodo največji blebi nastali pri celicah v destilirani vodi, ampak 
pri teh celicah voda vdira v celico tako hitro, da celica ne uspe tvoriti blebov, ampak se 
celica povečuje približno enakomerno. Ker je s fluorescentnim označevalcem CellMask 
označena membrana, z označevalcem kalcein pa notranjost celice, lahko sklepamo, da 
celična membrana, ki obdaja bleb, izvira iz notranjosti celice in zato ni označena z 
označevalcem CellMask. Zato na slikah ne opazimo blebov. Ker pa je s kalceinom 
označena notranjost celice, blebe na slikah lahko opazimo. Meritve prostornine celice z 
označeno celično membrano so tako najbolj natančne pri celicah v destilirani vodi, kjer 
celice zaradi hitrega naraščanja prostornine ne uspejo tvoriti blebov in se zato fosfolipidni 
dvosloj iz notranjosti celice enakomerno dodaja celični membrani. Delež označene 
celične membrane s fluorescentnim označevalcem CellMask v primerjavi s celotno 
celično membrano, ki obdaja celico je manjši in zato je signal celotne celične membrane 
šibkejši oz. membrana je na slikah manj vidna.  
Kot lahko vidimo na sliki 26, je do največjih razlik pri izmerjeni prostornini prišlo pri 
raztopinah gojišča z nižjimi deleži vode, saj so pri teh celicah nastali največji blebi, ki 
niso bili označeni s fluorescentnim sredstvom CellMask in jih zato nismo videli na slikah. 
Na isti način smo izmerili še prostornine celic v ostalih hipotoničnih raztopinah vode in 
gojišča ter v ekvivalentnih hipotoničnih raztopinah saharoze. Rezultati so pokazali, da 
model pravilno napoveduje odvisnost prostornin celic v vseh hipotoničnih raztopinah 
(sliki 24 in 25). Prostornina celic v destilirani vodi in v hipotonični raztopini gojišča z 
90% deležem vode se je po odprtju napetostnih por ustalila pri določeni maksimalni 
vrednosti in ostala pri tej vrednosti do konca poskusa. 
Povprečna prostornina celic v hipotonični raztopini gojišča z 80% deležem vode je na 
začetku poskusa naraščala v skladu z napovedmi modela, nato pa nekoliko padla in potem 
spet naraščala (slika 24). Padec prostornine v deseti minuti lahko pojasnimo z nastankom 
napetostnih por. Ker smo pri teh poskusih uporabili drugo serijo celic, je prišlo do 
nekoliko drugačnih odzivov, zato so napetostne pore nastale že pred deseto minuto, 
čeprav je bilo povprečje nastanka napetostnih por v isti hipotonični raztopini pri prejšnji 
seriji celic približno 44 minut.  
Prostornina celic v hipotonični raztopini gojišča s 60% deležem vode je naraščala skozi 
cel čas trajanja poskusa, čeprav model napoveduje ustalitev prostornine pri določeni 
vrednost. To dolgotrajno naraščanje lahko pojasnimo z RVD. Sistem nadzoruje vdiranje 
vode in poskuša preprečiti oz. ustaviti vdiranje vode. Ker je osmozna razlika prevelika, 
RVD ne more preprečiti dolgotrajnega vdiranja vode. Ker sistem zelo učinkovito nadzira 
vdiranje vode, celica po 1 uri še ne doseže maksimalne vrednosti prostornine. 
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4.1.2 Prostornina celic v hipotoničnih raztopinah saharoze 
Izmerili smo tudi nekaj prostornin celic v različnih hipotoničnih raztopinah saharoze. 
Meritve z obema označevalnima sredstvoma hkrati kažejo, da so izmerjene prostornine 
na oba načina pri teh raztopinah bolj podobne kot pri raztopinah vode in gojišča. To lahko 
pojasnimo s tem, da pri teh celicah niso nastali blebi oz. so bili manj izraziti kot pri celicah 
v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča ter so bili zato bolj vidni z označevalnim 
sredstvom CellMask. Tudi odsotnost blebov lahko pojasnimo z RVD. Sistem pri celicah 
v hipotoničnih raztopinah saharoze veliko bolj učinkovito nadzira vdiranje vode v celico, 
zato se prostornina celic ne poveča do te mere, da bi nastali izraziti blebi. 
Prostornina celic je dosegla najvišjo vrednost po 2 do 10 minutah, nato pa se je večidel 
zmanjševala, kar kaže na večjo učinkovitost sistema RVD (slika 25). Do razlik med 
obema raztopinama je prišlo zaradi sestav hipotoničnih raztopin. V gojišču so med 
drugim prisotni tudi ioni, ki lahko prehajajo skozi celično membrano, zato je sistem RVD 
manj učinkovit, saj se ioni nenehno zaradi gradienta koncentracij vračajo nazaj v celico, 
medtem ko v raztopinah saharoze ionov ni in se zato ioni, ki jih RVD izloči iz celice v 
okolico, ne vračajo nazaj v celico, zato je sistem veliko bolj uspešen in veliko bolje 
obvladuje vdiranje vode v celico [22]. 
4.1.3 Ujemanje izmerjenih prostornin celic v ekvivalentnih 
hipotoničnih raztopinah vode in gojišča ter saharoze 
S Studentovo porazdelitvijo smo izračunali, kolikšna je zanesljivost ujemanja med 
izmerjenimi prostorninami celic v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča ter 
ekvivalentnih hipotoničnih raztopinah saharoze in zanesljivost ujemanja med 
izmerjenimi prostorninami istih celic, označenih z obema označevalnima sredstvoma 
CellMask in kalcein hkrati. 
Tabela 12: Ujemanje izmerjenih prostornin celic z označevalnim sredstvom CellMask v 
ekvivalentnih raztopinah vode in gojišča ter saharoze, prikazano s stopnjo zanesljivosti. 
čas (min) 
90% vode oz. 
23 mOsm/l 
80% vode oz. 
65 mOsm/l 
60% vode oz. 
125 mOsm/l 
gojišče oz. 315 
mOsm/l 
2 0,272 0,285 0,976 0,007 
5 0,061 0,01 0,793 0,001 
10 0,061 0,008 0,165 0,065 
30 0,032 0,013 0,679 0,049 
60 0,464 0,473 0,976 0,001 
povprečje 0,178 0,158 0,718 0,025 
 
Kot vidimo v tabeli 12, je največje ujemanje med prostorninami celic v hipotonični 
raztopini gojišča s 60% deležem vode ter njeno ekvivalentno hipotonično 125 mOsm/l 
raztopino saharoze, saj pri teh celicah nismo opazili napetostnih por in v tej hipotonični 
raztopini je osmozni tlak najmanjši ter voda vdira najpočasneje v celico, zato je 
prostornina naraščala najbolj podobno. Ujemanje sicer ni popolno, saj je RVD veliko bolj 
učinkovit pri celicah v hipotonični raztopini saharoze. Do večjih razlik je prišlo pri celicah 
v hipotoničnima raztopinama gojišča z 80% deležem vode in njeno ekvivalentno 
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hipotonično 65 mOsm/l raztopino saharoze, saj meritev prostornine celic z označevalnim 
sredstvom CellMask v hipotonični raztopini vode in gojišča ni bila natančna zaradi 
blebov, medtem ko je bila meritev prostornine celic v ekvivalentni hipotonični raztopini 
saharoze zaradi odsotnosti blebov veliko bolj natančna. Do največjih razlik je prišlo pri 
celicah v gojišču in njeni ekvivalentni 315 mOsm/l raztopini saharoze, saj se prostornina 
celic v gojišču ne spreminja, medtem ko v ekvivalentni raztopini saharoze prostornina 
celic pada. Do padanja prostornine pride zaradi nastanka osmozne razlike. Ioni iz celice 
prehajajo skozi celično membrano zaradi gradienta, saj v okolici celic ob zamenjavi 
raztopine ni ionov. Ko se koncentracije ionov v celici in njeni okolici izenačijo, dobimo 
hipertonično okolje, saj molekule saharoze zaradi svoje velikosti ne morejo prehajati 
skozi celično membrano in zato prostornina celic začne padati. 
Zaradi nenatančno izmerjenih prostornin smo izračunali še povezanost prostornin, ki smo 
jih izmerili z označevalnim sredstvom kalcein. Teh meritev je bilo manj kot meritev z 
označevalcem CellMask (tabela 3). Kot vidimo v tabeli 13, je ujemanje izmerjenih 
prostornin največje v hipotonični raztopini gojišča z 90% deležem vode in njeno 
ekvivalentno hipotonično 23 mOsm/l raztopino saharoze, saj je pri teh celicah voda 
vdirala zelo hitro in je prišlo do nastanka napetostnih por, še preden je sistem RVD začel 
učinkovito zniževati prostornino celice. Do večjih razlik je prišlo v hipotonični raztopini 
gojišča z 80% deležem vode in njeni ekvivalentni 65 mOsm/l raztopini saharoze, saj so v 
prvem primeru napetostne pore nastale, v drugem primeru pa do odprtja por ni prišlo 
zaradi učinkovitega obvladovanja vdiranje vode v celico. Do največjih razlik je prišlo v 
hipotonični raztopini gojišča z 60% deležem vode in njeno ekvivalentno 125 mOsm/l 
raztopino saharoze, saj v nobenem primeru ni prišlo do odprtja napetostnih por in sistem 
RVD je veliko uspešneje nadzoroval vdiranje vode pri celicah v hipotonični raztopini 
saharoze. 
Tabela 13: Ujemanje izmerjenih prostornin celic z označevalnim sredstvom kalcein v 
ekvivalentnih raztopinah vode in gojišča ter saharoze, prikazano s stopnjo zanesljivosti. 
čas (min) 
90% vode oz. 23 
mOsm/l 
80% vode oz. 65 
mOsm/l 
60% vode oz. 
125 mOsm/l 
2 0,736 0,696 0,697 
5 0,515 0,769 0,609 
10 0,608 0,287 0,272 
30 0,663 0,646 0,244 
60 0,706 0,553 0,093 
povprečje 0,646 0,590 0,383 
 
4.1.4 Ujemanje izmerjenih prostornin celic, označenih s 
kalceinom in sredstvom CellMask 
Izračunali smo še primerjavo med izmerjenimi prostorninami istih celic, označenih z 
obema fluorescentnima sredstvoma hkrati. Kot lahko razberemo iz tabele 14, je največje 
ujemanje med izmerjenimi prostorninami celic v destilirani vodi, saj pri teh celicah zaradi 
hitrega vdiranje vode ne nastanejo blebi. Do večjih razlik pride v hipotoničnih raztopinah 
z nižjimi deleži vode in njihovimi ekvivalentnimi hipotoničnimi raztopinami saharoze, 
saj pri celicah v teh hipotoničnih raztopinah nastanejo blebi, ki jih na slikah s 
62 
 
fluorescentnim sredstvom kalcein opazimo, medtem ko jih na slikah, kjer membrano 
označimo z označevalnim sredstvom CellMask, ne vidimo.  
Tabela 14: Ujemanje izmerjenih prostornin istih celic z označevalnima sredstvoma CellMask in 




90% vode oz. 
23 mOsm/l 
80% vode oz. 
65 mOsm/l 
60% vode oz. 
125 mOsm/l 
0 0,587 0,193 0,074 0,133 
2 0,866 0,519 0,563 0,285 
5 0,999 0,456 0,191 0,372 
10 0,977 0,334 0,153 0,366 
30 0,780 0,319 0,287 0,276 
60 0,836 0,307 0,255 0,070 
povprečje 0,841 0,355 0,254 0,250 
 
4.1.5 Napetostne pore celic v hipotoničnih raztopinah 
Na prvi pogled se tudi rezultati meritev časov nastanka napetostnih por ne skladajo z 
napovedmi teoretičnega modela. Pri poskusih smo opazili, da lahko pri celicah v isti 
hipotonični raztopini nastanejo različno dolge napetostne pore, čeprav teoretični model 
predvideva samo enako dolge napetostne pore pri celicah v isti hipotonični raztopini z 
isto začetno polnostjo, ki je obratna vrednost kritične prostornine celice (slika 16). 
Teoretični rezultati tudi kažejo, da imajo kratkotrajna odprtja napetostnih por približno 
enak razpolovni čas, medtem ko se razpolovni čas dolgo odprtih napetostnih por povečuje 
(slika 19). Do razlik med poskusih in teorijo namreč pride zaradi razlik pri prostorninah 
in površinah ter zaradi različnih oblik celic ob začetku poskusa. Če so celice ob začetku 
poskusa večje oz. so bolj napolnjene, je zaloga membrane manjša kot pri ostalih manjših 
celicah, zato tudi pride prej do nastanka napetostne pore. Model smo nekoliko prilagodili 
tako, da smo spreminjali začetno polnost celice oz. kritično prostornino, ki jo lahko 
doseže celica. Model tako napoveduje v isti hipotonični raztopini gojišča (z 90% deležem 
vode) različne tipe napetostnih por v odvisnosti od dosežene kritične prostornine celic oz. 
od celične začetne napolnjenosti, ki je obratna vrednost njene kritične prostornine. Če je 
celica na začetku bolj polna, lahko doseže manjšo kritično prostornino, zato se pora pojavi 
že po približno 137 s in je lahko odprta več kot 30 s. Če je celica na začetku manj polna, 
se napetostna pora pojavi kasneje in je odprta manj časa, približno 4 s. Zelo majhne celice 
lahko dosežejo največjo kritično prostornino, zato se pri teh celicah napetostne pore 
pojavijo najkasneje in so odprte najmanj časa, približno 0,25 s. Rezultati meritev se tako 
skladajo z napovedmi našega modela.  
Čeprav so napovedi modela enake tudi za celice v hipotoničnih raztopinah saharoze, se 
meritve ne skladajo z napovedmi modela in se razlikujejo od meritev celic v hipotoničnih 
raztopinah vode in gojišča. To kaže na razlike pri RVD. 
Iz tabele 15 lahko razberemo, da je v hipotonični raztopini gojišča z 90% deležem vode 
in ekvivalentni hipotonični 23 mOsm/l raztopini saharoze delež celic, pri katerih je prišlo 
do nastanka napetostne pore, in čas, ob katerem so se napetostne pore odprle, za obe 
hipotonični raztopini skoraj enak.  
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Tabela 15: Primerjava deležev celic, pri katerih je prišlo do nastanka napetostnih por in 
povprečnega časa nastanka napetostne pore med hipotoničnima raztopinama vode in gojišča ter 
saharoze. 






























































9,3% 0% 3525 - - 
 
Delež celic, pri katerih se je odprla napetostna pora, je v hipotonični raztopini saharoze 
za 4% manjši kot pri celicah v hipotonični raztopini vode in gojišča, povprečni čas odprtja 
pa je samo za 3 sekunde krajši. Do občutne razlike pride med hipotoničnima raztopinama 
gojišča z 80% deležem vode in ekvivalentno hipotonično 65 mOsm/l raztopino saharoze, 
saj je delež celic z nastalo napetostno poro v prvem primeru 52,5%, v drugem pa samo 
4,3%. Do razlike je prišlo tudi v času, ob katerem so napetostne pore nastale in sicer so v 
hipotonični raztopini saharoze nastale približno 8,5 minute pozneje kot v hipotonični 
raztopini vode in gojišča. Vidna je tudi razlika med odzivom celic v raztopini gojišča s 
60% deležem vode in ekvivalentni 125 mOsm/l raztopini saharoze. Pri prvi raztopini je 
napetostna pora nastala pri 9,3% vseh celic, v drugem primeru pa se pora ni odprla pri 
nobeni celici. Če v teoretičnem modelu spremenimo začetno polnost celic, model 
napoveduje napetostne pore tudi v nižjih hipotoničnih raztopinah vode in gojišča ter 
saharoze (slika 19).  
Nazadnje lahko primerjamo še razpolovne čase t1/2 in časovne konstante pojemanja 
signala v celicah kd (slika 39) s teoretičnimi napovedmi pretečene prostornine skozi poro 
(slika 21). Večja prostornina preteče skozi poro, če je produkt teh konstant večji, kar se 
sklada s teorijo. Teoretična napoved je bila izvedena samo za eno velikost celic (18 μm). 
Ker izmerjene celice niso imele enake velikosti, imamo neki dodatni prispevek k 
porazdelitvi po časih in naklonih oz. po vrednostih produkta t1/2 kd na sliki 39. 
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4.2 Napoved spreminjanja prostornine iz 
fluorescentnega signala 
Ko nastanejo napetostne pore, pride do izmenjave kalceina med celico in njeno okolico. 
Koncentracija kalceina v celici pade in izračunana prostornina naenkrat zelo hitro začne 
naraščati, kar se seveda ne sklada s pravim obnašanjem. Ker ne vemo natančno, kolikšna 
je sprememba koncentracije kalceina v celici, relativne prostornine ne moremo več 
določiti natančno. 
Na sliki 42 lahko zelo jasno vidimo, kolikšna je bila relativna prostornina tik pred 
nastankom napetostne pore. Ker so celice med seboj nekoliko različne, odreagira vsaka 
celica nekoliko drugače, zato se tudi maksimalna dosežena prostornina nekoliko razlikuje 
med celicami. 
 
Slika 42: Nekaj primerov časovnega spreminjanja izračunane relativne prostornine celic (V/V0) 
za 4 celice v raztopini gojišča z 90% deležem vode z enačbo (10), kjer pride do odprtja 
napetostne pore pri različnem relativnem povečanju. 
4.3 Natančnost meritev 
4.3.1 Natančnost merjenja intenzitete signala 
Pri poskusih smo imeli težave s spreminjanjem goriščne ravnine mikroskopa, kar ni 
odločilno vplivalo na naše rezultate, saj nas je pri meritvah predvsem zanimalo le, kdaj 
intenziteta signala pade za velike vrednosti, kar je nakazovalo na odprtje napetostne pore. 
Pri opazovanju napetostnih por celic v hipotoničnih raztopinah takšno spreminjanje 
signala ni merljivo, saj se je signal pri tistih celicah dodatno (za večje vrednosti) 
spreminjal zaradi naraščanja prostornine celic. 
Težave smo zato imeli tudi z določanjem stopnje bledenja pri vzorcih, katere smo slikali 
vsako trideseto sekundo 1 uro po zamenjavi hipotonične raztopine, saj smo dobili nekaj 
različnih časovnih konstant pojemanja intenzitete signala. Ugotovili smo, da se največji 
















ne znamo pojasniti. Zaradi teh težav nismo mogli iz signala kalceina natančno preračunati 
spreminjanje prostornine celice, saj je napaka pri tem (slika 43) prevelika. Vendar pa smo 
kljub 10-kratni razliki v stopnji bledenja v primerjavi z povprečnimi izmerjenimi 
prostorninami vseeno natančno izračunali spreminjanje prostornine celic v prvih 2 
minutah po zamenjavi hipotonične raztopine. Če izračunamo povprečje obeh krivulj, 
dobimo vrednosti, ki približno opisujejo časovni potek prostornine, a tudi ta način 
računanja prostornine ni zanesljiv po daljših časih, ampak samo za krajše čase (do 
približno 10 minut). 
 
Slika 43: Prostornina ene celice (V/V0) v hipotonični raztopini gojišča s 60% deležem vode, 
izračunana iz intenzitete signala kalceina ob upoštevanju največje in najmanjše izmerjene 
stopnje bledenja (kb). 
Pri vzorcih, ki smo jih slikali vsako drugo sekundo 10 minut po zamenjavi hipotonične 
raztopine, težav nismo imeli, saj smo večkrat dobili isto stopnjo bledenja in smo zato 
lahko veliko bolj natančno določili spreminjanje prostornine celic vse do nastanka 
napetostnih por.  
4.3.2 Natančnost določanja prostornine 
Pri merjenju prostornine sta se pojavili dve napaki: prva je bila sistematska, druga pa 
naključna. Do sistematske napake je prišlo zaradi same zasnove delovanja konfokalnega 
mikroskopa. Mikroskop slika celico v rezinah, ki so med seboj razmaknjene 0,5 μm, tako 
da najprej poslika eno ravnino in se zatem premakne v drugo ravnino ter postopek ponovi. 
Pri naših meritvah smo celico razdelili na od 40 do 60 rezin, za kar je mikroskop porabil 
približno minuto do minuto in pol, da je poslikal celico v vseh ravninah, v tem času pa se 
je prostornina celice že spremenila. Meritev prostornine je zato najmanj natančna, ko se 
prostornina celice najbolj spreminja oz. ko voda najhitreje vdira v celico. Po 30 in 
60 minutah od začetka poskusa voda v celico vdira počasneje, zato se med slikanjem 
celice prostornina ne spreminja tako drastično in je meritev bolj natančna. Najbolj 
natančna meritev prostornine je meritev pred začetkom poskusa, preden zamenjamo 
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Druga napaka se je pojavila zaradi nenatančnega določanja površine celice na 
posameznem prerezu. Ker celična membrana ni ostro določena, ne vemo natančno, kje je 
meja med samo celico in njeno okolico in zato lahko pride do nenatančnega določevanja 
površine prerezov celice. Težavo dodatno povečajo še fluktuacije membrane, saj je ob 
koncu poskusa membrana slabo vidna, zato je tudi mejo med celico in okolico težje 
določiti.  
Tretja napaka, zaradi katere je prišlo do nenatančno izmerjene prostornine je ta, da smo 
površino prereza celice določali le na od 7 do 14 rezinah, kar pomeni, da smo določali 
površino celice na vsaki tretji, četrti ali celo peti rezini, vendar smo se zaradi zamudnosti 





Namen poskusov je bil raziskati spreminjanje prostornine celic v različnih hipotoničnih 
raztopinah in neposredno dokazati nastanek napetostnih por celic. Dobljene rezultate smo 
razložili s teoretičnim modelom, razvitim na Inštitutu za biofiziko Medicinske fakultete 
Univerze v Ljubljani.  
Rezultati so pokazali, da je spreminjanje prostornine celic odvisno od deleža vode v 
hipotonični raztopini gojišča oz. od osmolarnosti hipotonične raztopine saharoze. Čim 
višji je delež vode v hipotonični raztopini gojišča oz. čim nižja je osmolarnost hipotonične 
raztopine saharoze, tem hitreje narašča prostornina celic in prej nastanejo napetostne 
pore, s katerimi celica poskuša preprečiti nadaljnje naraščanje prostornine. Celice v 
hipotoničnih raztopinah gojišča z nižjimi deleži vode oz. v hipotoničnih raztopinah 
saharoze višjimi osmolarnostmi ne dosežejo kritične napetosti celične membrane in zato 
ne pride do odprtja napetostnih por pri teh celicah. Pri poskusih smo opazili nekaj razlik 
med odzivi celic v hipotoničnih raztopinah gojišča z različnimi deleži vode ter v različnih 
hipotoničnih raztopinah saharoze. Največje razlike so se pojavile med odzivi celic v 
hipotonični raztopini gojišča z 80% deležem vode ter ekvivalentno hipotonično 
65 mOsm/l raztopino saharoze. Čeprav teoretični model ne predvideva nobenih razlik v 
odzivu celic, je napetostna pora nastala pri približno 50% celic v hipotonični raztopini 
gojišča, medtem ko pri celicah v hipotonični raztopini saharoze napetostne pore niso 
nastale. Do razlik je prišlo zaradi obrambnega sistema RVD, ki je veliko bolj učinkovit 
pri celicah v hipotoničnih raztopinah saharoze.  
Ugotovili smo tudi, da pri celicah v hipotoničnih raztopinah saharoze ne nastanejo blebi, 
medtem ko pri celicah v hipotoničnih raztopinah vode in gojišča nastanejo izraziti blebi. 
Ker blebe obdaja celična membrana, ki je shranjena v notranjosti celice, ta celična 
membrana ni bila označena z označevalcem CellMask in se blebi na slikah, posnetih s 
tem označevalcem, ne vidijo, zato lahko pride do napačnega določanja prostornine celice.  
V prihodnosti bo potrebno opraviti še veliko meritev iz tega področja, saj trenutno majhno 
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